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Uber Veronal. 


Von 


A. Griber. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Gottingen.) 
(Eingegangen am 19, Dezember 1910.) 


Mit 4 Figuren im Text. 


Fast kénnte es iiberfliissig erscheinen, heute noch iber 
Veronal zu schreiben. Sind doch jetzt bereits 7 Jahre ver- 
gangen, seit E. Fischer und J. v. Mering') das Veronal als 
Schlafmittel empfohlen und in die Praxis eingefiihrt haben. 

Um so iiberraschender ist die Tatsache, daB eine genauere 
Untersuchung des Veronals auf seine pharmakodynamischen 
und toxischen Wirkungen hin bis jetzt nicht ausgefiihrt ist. 
Wenigstens ist es mir nicht gelungen, in der mir zugiangigen 
Literatur auch nur eine Arbeit iiber Veronal zu finden, mit 
experimentell gewonnenen Resultaten, die einigen Anspruch auf 
Genauigkeit machen kénnten. 

Ja, es ist bisher nicht einmal die geringste, absolut téd- 
liche Dosis pro Kilogramm Tier — besonders Warmbliiter — fiir 
das Veronal festgestellt worden! 


O. Schmiedeberg gibt in der neuesten (6.) Auflage seines Grund- 
risses der Pharmakologie noch 1,0 g Veronal pro Kilogramm Tiergewicht 


1) Uber eine neue Gruppe von Schlafmitteln. Therapie der Gegen- 
wart, 1903, 97 ff. 
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2 A. Grober: 


- 


als tédliche Dosis an, eine Zahl, die er wohl der Arbeit von P. Kleist?) 
entnommen hat, die, wie ich sogleich nachweisen werde, nichts weniger 
als genau ist. Bevor ich naher auf sie eingehe, will ich kurz einige 
andere, kiirzere Arbeiten erwahnen, deren ich hier gedenken muB. 

Ich nenne zuerst die erste Arbeit iiber Veronal iiberhaupt, die 
schon oben zitierte von E. Fischer und J. v. Mering?). 

Hier finden sich iiber Veronal nur zwei Versuche, an einem und 
demselben Hunde nacheinander ausgefiihrt, als Versuch Nr. 9. Die iibri- 
gen Versuche kommen hier nicht in Betracht; sie beziehen sich auf 
dem Veronal verwandte Kérper (Proponal usw.), auf die Ausscheidung 
all dieser Kérper aus dem Organismus usw., wie denn iiberhaupt die 
Tendenz dieser Arbeit ausschlieBlich die ist, aus einer Gruppe ahnlich 
konstituierter, ahnlich — nur quantitativ verschieden — wirkender Sub- 
stanzen die herauszufinden, deren Wirkung den gestellten Anforderungen 
— méglichst groBe Schlafwirkung bei méglichst geringer Gift- bzw. 
Nebenwirkung — am niichsten kommt. Der Hund erhielt im ersten 
Versuche 0,133 g Veronal pro Kilogramm Ko6rpergewicht, im zweiten 
0,2 g. Véllige Erholung. 

Aus anderen Griinden sei hier noch die Arbeit von C. Traut- 
mann®) angefiihrt. Trautmann findet, daB in den ersten 3 Tagen 
nach allmahlicher Einnahme von 4,0 g Veronal die N-Ausscheidung um 
3 g vermindert wird —90 g Muskelfleisch, ,,die eingespart werden“. 
Trautmann empfiehlt daher die Darreichung von Veronal als Schlaf- 
mittel — falls ein solches indiziert ist —, ,,bei allen Erkrankungen, bei 
denen erfahrungsgemaB eine Steigerung des EiweiBzerfalles stattfindet“ 
(auch bei febrilen Erkrankungen, Diabetes mellitus usw.). 

Sonst nenne ich hier noch Berent*), auf den ich spater zuriick- 
komme, und H. Raschkow®*) (den auch P. Kleist zitiert) mit Tier- 
versuchen. Die iibrigen Autoren bringen Beobachtungen am Krankenbette 
iiber die Schlafwirkung des Veronals am Menschen bei verschiedenen 
Krankheiten, oder sie beschreiben — oder begutachten — Fille von 
Veronalvergiftungen an Menschen. Von letzteren Fallen sind die in- 
teressantesten wohl, als Vertreter der akuten Vergiftung der sog. Holz- 
mindener Fall — Harnack®), Jacobj’), —, als Vertreter der chro- 


1) Uber die physiologische Wirkung des Veronals. Ibidem, 1904. 

2) Siehe FuBnote 1 Seite 1. 

3) Der EinfluB des Veronals auf die Stickstoffausscheidung beim 
Menschen. Ibidem, 1903, 438f. 

4) Uber Veronal. Therap. Monatshefte 17, 279, 1903. 

5) Veronal, ein neues Schlafmittel. Wiener klin. Rundschau, 
1903, 744f. 

6) a) Miinch. med. Wochenschr. 1905, H. 47; b) Vierteljabrsschrift 
fiir gericht]. Medizin 1909, H. 3: ,,Nochmals der Holzmindener Fall‘. 

7) Ibidem, H. 2: ,,Beitrag zur Beurteilung der Filix- u. Veronal- 
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Uber Veronal. 3 


nischen Vergiftung oder des Veronalismus der von R. Laudenheimer'’) 
beschriebene Fall. 

Auf alle diese klinischen bzw. kriminellen Faille kann ich hier zu- 
nachst nicht weiter eingehen. Uber die akuten Veronalvergiftungen speziell 
wird am Schlusse dieser Arbeit noch einiges zu sagen sein. 

Jetzt komme ich zur Besprechung der schon oben erwahnten Arbeit 
von P. Kleist. Kleist zieht aus seinen zu Beginn der Arbeit ge- 
brachten Froschversuchen (aus welchen von diesen oder ob aus allen, 
wird nicht gesagt) den SchluB: ,,Die letale Dosis betrigt ebenso wie 
beim Warmbliiter (Raschkow...) 1 g pro Kilogramm Frosch.‘ Zur 
Berechnung der letalen Dosis Veronal pro Kilogramm Frosch sind von 
seinen Froschversuchen aber nur die Versuche Nr. 1, 2, 4, 5 brauchbar. 
Frosch Nr. 4 mit 0,5 g Veronal pro Kilogramm erholt sich, die anderen 
drei (von 1,4g bis 4,25 g Veronal pro Kilogramm) sterben. Das ge- 
stattet, da eine Einengung (gr6éBte Dosis bei der absolut sicher Erholung, 
kleinste, bei der absolut sicher Tod eintritt) nicht stattgefunden hat, 
nur die Berechnung eines Mittelwertes aus den genannten 4 Versuchen, 
und der ist = 1,91 g Veronal pro Kilogramm Frosch, nicht 1,0 g. — Bei 
Frosch Nr. 3 fehlt die Gewichtsangabe, die Frésche Nr. 6 und 7 sind 
Reflexfrésche. 

Diesen 7 Froschversuchen folgt Versuch Nr. 10, am Hunde, dessen 
Gewicht nicht angegeben ist, sich aber zweifellos in Versuch 8 oder 9 
finden wiirde (denn es heiSt am Anfang von Versuch 10: ,,Derselbe 
Hund“), wenn nicht leider diese beiden Versuche vollstindig fehlten. 
Versuch 11 am gleichen Hunde enthalt auch keine Gewichtsangabe. Es 
folgen dann 3 Versuche an Kaninchen (Nr. 12 mit 0,06 g Veronal, Nr. 13 
am gleichen Tier wie 12 mit 0,12 g Veronal, Nr. 14 mit 0,27 g Veronal 
pro Kilogramm Tier). Alle 3 Kaninchen erholen sich. 

Endlich folgt eine Serie von Versuchen an zwei kleinen Hunden 
(Alter: 8 Wochen). Hund a wog 2,44 kg, Hund b 2,83 kg. Die Normal- 
temperaturen schwanken zwischen 37,9° und 38,39 C, rectal gemessen. 
Beginn der Versuchsreihe am 18. IV. 04. Beide Tiere erhalten allabend- 
lich Veronal, und zwar Hund a ca. 0,20 g Veronal pro Kilogramm KG6rper- 
gewicht, Hund b ca. 0,18 g pro Kilogramm. Am 20. IV. schon erscheint 
b krank. Die Injektionsstellen sind druckempfindlich. Hund a stirbt, 
von einem gréBeren Hund getreten, an Leberruptur am 22. IV. 04, also 
am 5. Tage des Versuchs. Hund b zeigt am 25. 1V. an zwei Injektions- 
stellen Abscesse, die inzidiert, tamponiert und verbunden werden. Am 
29. IV. erhalt Hund b das 11/,fache der bisherigen Dosis 1020 morgens. 
5® nachmittags moribund, Atmung 1 bis 3 pro Minute, Temperatur anal 
24,9° C, in der frisch eréffneten Bauchhéhle 34,9° C (!). 

Am 19. IV. ist iibrigens bei der Injektion scheinbar eine Vene ver- 
letzt worden, bzw. die Injektion zufallig intravends geschehen: ,,1045 0,5 g 
Veronal in H,O gelést, an zwei Stellen des Riickens injiziert. Aus einer 


1) Therapie der Gegenwart 1904, Januarheft. 
1* 
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Injektionsstelle quellen ein paar Tropfen Blut.‘ Nach 2 Minuten mib- 
samen Sichfortschleppens bricht das Tier plétzlich zusammen. Kleist 
selbst nimmt eine GefaéBverletzung an. 

Kleist sagt im Resumée, das per os ungelést applizierte Veronal 
werde durch das Alkali des Darmes bald gelést. Zirka 1/, Stunde nach 
Eingabe des Veronals beginne seine Resorption, die schneller eintrete 
bei Applikation einer Lésung von Veronal, per os oder subcutan. Bei 
Anlegung eines subcutanen Depots von ungeléstem Veronal ist die Re- 
sorption gering. So war ein Depot von 4,0 g Veronal erst nach einigen 
Tagen vollig resorbiert. 

Zittern wahrend des Schlafes, ,,als ob die Tiere frieren‘*. Infolge 
der Herabsetzung des Stoffwechsels (Kleist zitiert hier die N-Aus- 
scheidungsversuche von Trautmann!) Absinken der Temperatur. 
Es hei®t wértlich: ,,In der Tat konnte bei verschiedenen Versuchen 
eine Temperaturerniedrigung festgestellt werden, die bei gréBeren Dosen 
Veronal bis zu 3° C betragt (Versuch Nr. 15, Hund b, 18. 1V. 04)?). Es 
ist méglich, daB der unruhige Schlaf nach groBen Dosen, und das nach 
dem Erwachen auftretende Unlustgefiihl, das sich durch Stéhnen und 
Umherwerfen zu erkennen gab, zum Teil durch diese Temperaturernied- 
rigung bedingt ist.‘ Kleist schlieBt aus dem Verlaufe der Temperatur- 
erniedrigung, daB die Veronalwirkung 3 Stunden nach Eingabe am 
stiirksten sei. ,,Intravenédse Injektionen wirken sofort und fiihren in 
groBen Dosen augenblicklich schwere komatése Zustinde herbei.‘‘ Das 
Zittern wahrend des Veronalschlafes faBt Kleist auf als kiinstlichen 
Schiittelfrost infolge Kontraktion der HautgefaBe und hierdurch hervor- 
gerufenes Frostgefiihl. 

Aus dem hier Referierten, aus der Tatsache, daB Versuch 8 und 9 
— offenbar vom Verfasser unbemerkt*) — in der Publikation vdllig fort- 
geblieben sind, aus dem Umstand, da Verfasser bei seinen Frosch versuchen 
scheinbar itiberhaupt keinc Berechnung pro Kilogramm Tiergewicht aus- 
gefiihrt hat, aus dem Widerspruch zwischen der bei Analmessung (24,9° C) 
und der bei Messung in der erdéfineten Bauchhéhle gefundenen Tempe- 
ratur (34,9° C) — eine Differenz von 10° C! — scheint mir hervorzu- 
gehen, da diese einzige ausfiihrlichere Experimentalarbeit iiber Vero- 
nal, die ich daher auch ausfiihrlicher besprechen muBte, zu wenig exakt 
ist, als da8 man eine sichere Beurteilung der Wirkungsweise des Vero- 
nals auf sie griinden kénnte. 

Ich komme jetzt zu der schon oben zitierten Arbeit von 
H. Raschkow. Er bringt 6 Versuche an Hunden, und zwar gibt er 
folgende Dosen von Veronal pro Kilogramm Tier: Im Versuch 1: 0,104 g, 


1) S. o. 

2) Von 38,0° C auf 35,0° C au diesem Tage. Spiter infolge der 
Abscesse kein reines Bild (offenbar Fieber!). 

3) Das geht hervor aus den Anfangsworten von Versuch 10: ,,Der- 
selbe Hund‘. 
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2: 0,143 g, 3: 0,21 g, 4: 0,29 g (0,2857 g genauer). Die Tiere dieser 
4 Versuche blieben am Leben. Er gab ferner pro Kilogramm Hund im 
Versuch 5: 1,25g, 6: 0,86g Veronal. Diese beiden Tiere starben. Ver- 
fasser sagt dazu: ,,Pro Kilogramm Tier kommt also im Durchschnitt 1 g 
Veronal auf die letale Dosis.“ — Dazu ist noch zu bemerken, daB in 
Versuch 1 bis 4 das Veronal in Milch gereicht wurde. Es wird nicht 
gesagt, ob gelést oder aufgeschwemmt. Da Verfasser sagt, die Tiere 
nehmen es, so kam wohl der Magenschlauch nicht zur Anwendung. Es 
kénnte also immerhin etwas zuriickgeblieben sein. In Versuch 5 und 6 
wurde das Veronal auf Zucker und Semmel bzw. auf Zucker, also ganz 
sicher ungelést gegeben. Daraus erklirt sich wohl auch der spite 
Eintritt des Exitus letalis (in Fall 5 erst nach > 81/, Stunden, in Fall 6 
nach 7!/, Stunden) bei so groBen Gaben. Auch diese Arbeit, auf die 
sich Kleist bezieht, ist zur Feststellung der letalen Dosis unbrauchbar 
Denn Verfasser macht in der Dosierung des Veronals einen Sprung von 
0,29 g pro Kilogramm auf 0,86 g bzw. 1,25 g pro Kilogramm und er- 
klirt nun, es komme durchschnittlich 1,0 g auf die letale Dosis, ohne 
Riicksicht auf Gaben, die zwischen 0,29 und 0,86 g liegen und tédlich 
wirken kénnten! 

Berent (s. 0.) hat bei seinen 3 Tierversuchen keinen Exitus letalis 
erzielt. Er gab dem gleichen Hunde 1. 0,147 g, nach 3 Tagen 0,245 g, 
nach weiteren 3 Tagen 0,4 g Veronal pro Kilogramm Kérpergewicht. 
Im letzten dieser 3 Versuche erbrach das Tier reichlich in der Zeit 
vom Ende der 1. bis zum Ende der 5. Stunde post applicationem. Es 
hat demnach reichlich Speise im Magen gehabt. Dieser Umstand allein 
bedingte schon eine Abschwiachung der Veronalwirkung infolge verlang- 
samter Resorption. Dazu kommt eine weitere Beeintrichtigung der 
Wirkung dadurch, daf mit den Speiseresten ganz zweifellos ein Teil des 
eingefiihrten Veronals durch das Erbrechen eliminiert wurde. 


Die in den nachstehenden Tabellen publizierten Versuche 
habe ich auf Anregung von Herrn Geheimrat Jacobj s. Z. 
angestellt, unter méglichster Beachtung aller ev. wichtigen 
Punkte (Atmung, Puls, Temperatur, Reflexe usw.). Wo 
Versuchsfehler untergelaufen sein kénnten, werde ich be- 
sonders darauf hinweisen. Die Froschversuche sind mehr 
als Kontrolle fiir die am Fleischfresser beobachteten krampf- 
haften Erscheinungen anzusehen. Auf Feststellung der ge- 
ringsten eben noch sicher tédlichen Dosis kam es mir beim 
Warmbliiter, nicht beim Frosche an. — Ich hoffe im folgenden 
ein den Tatsachen entsprechendes Bild von der Wirkung des 
Veronals geben zu k6énnen. 


Bevor ich auf meine Versuchsresultate naher eingehe, 
méchte ich kurz noch einige Erlauterungen geben. 





ray 
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Was unter ,,Ohrmuschel-Reflex‘‘ zu verstehen ist, geht aus Ver- 
such 4, Spalte 4, 1145 deutlich hervor. Im selben Versuche ist spiter 
von einem Lid- und Schnurrhaar-Reflex die Rede. Letzterer laBt sich 
von denselben Punkten auslésen, wie der Lidreflex, scheint aber, 
wenigstens bei der Katze, noch empfindlicher zu sein. Die Auslésung 
geschieht mit einem feinen Stabchen, einer stumpfen Bleistiftspitze 
oder dgl. von einem Punkte aus, der ca. 1/. cm hinter und ca. }/, bis 
3/, cm tiber dem duBeren Lidwinkel der Katze liegt. Man trifft dort 
einen Punkt des oberen Randes der Orbita. Es erfolgt SchluB- 
bewegung des oberen Lids und Aufstellen der gré8ten Schnurrhaare. 
Dieser Reflex 148t sich nicht selten auch lings des ganzen unteren und 
ev. auch eines Teils des oberen Orbitalrandes auslésen, wenn auch meist 


sch wicher. 

Ferner méchte ich ausdriicklich betonen, daB ich den bei 
der Atemfrequenz- und Atemvolumpriifung vor dem Versuche 
gewonnenen Werten weder beim Kaninchen noch bei der Katze 
einen sehr groBen Anspruch auf Richtigkeit zuerkennen méchte, 
da die Tiere gewdhnlich infolge der nétigen Manipulationen 
etwas erregt waren. Anspruch auf Exaktheit haben nur die 
im Verlaufe der Narkose erhaltenen Werte. Aus dem gleichen 
Grunde wurde auf Pulsbestimmung vor dem Versuche ver- 
zichtet, besonders, da wir ohnehin wissen, daB die Pulsfrequenz 
des normalen Kaninchens z. B. ca. 220 bis 240 pro Minute 
betragt. 

Versuch 24 ist in die Tabellen nicht aufgenommen, da 
das Tier infolge eines Versehens bei der Dosierung eine recht 
reichliche, doch in ihrer GréBe unbekannte Gabe Veronal er- 
hielt. Es handelte sich um eine Katze von 2,57 kg Gewicht, 
Atmung 50 pro Minute = 1125 ccm, Rectaltemperatur 39,2° C. 
Das Tier erhielt am 24. II. 08, 8% zunachst 0,35 g Veronal pro 
Kilogramm = 0,8995 g Veronal in 120 ccm H,O von ca. 40 bis 
42°C gelést per Magenschlauch. Spiter (10 Minuten nach der 
ersten Gabe) bekam das Tier aber noch einmal eine groBe, 
wenn auch der ersten nicht gleiche Dosis, wahrend deren Ap- 
plikation es sich losmachte und entsprang, so dab die Menge 
des wirklich gegebenen Veronals sich nicht feststellen lieB. Das 
war 8%. 9” tiefer Schlaf, ohne jede Exzitation. Am 25. II. 08, 
morgens 8”° tot vorgefunden, schon erkaltet. Sektion: Trachea, 
Larynx, Lungen vdllig normal! Im Duodenum langgedehnte 
streifenférmige, sehr deutliche Hyperaémie. Dieser Versuch ist 
aus spater zu erérternden Griinden wichtig. 
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Gleichfalls nicht in die Tabellen aufgenommen ist Versuch 
Nr. 16. Es ist ein Blutdruck-Versuch an einer mit Veronal 
vergifteten Katze. Die Beschreibung folgt weiter unten. 

Die Temperaturmessungen verstehen sich stets rektal in 
Grad C bei méglichst gleichmaBig tiefer (durch Verwendung von 
Kniethermometern gewahrleisteter) Einfiihrung des Quecksilber- 
gefaBes, das ca. 8 cm iiber den Sphincter ani hinaufgefiihrt 
wurde. So erhalt man sehr sichere, gleichmiBige und ver- 
gleichbare Resultate. Hier ist der Ort, auf den Widerspruch 
in den beiden Messungen von Kleist hinzuweisen: Seine Anal- 
messung ist vermutlich im Sphincterring, oder nur eben dar- 
iiber, und nicht lange genug, ausgefiihrt worden. Sonst ist eine 
derartige Verschiedenheit zwischen Anal- und direkter Bauch- 
héhlenmessung ganz unerklarlich! Kleist selbst scheint das 
iibrigens nicht besonders aufgefallen zu sein, denn er auBert 
sich in keiner Weise dazu. 

Nach diesen Vorbemerkungen komme ich nun zur Be- 
sprechung meiner Versuchsresultate. Und zwar will ich mit 
dem einfachsten von allem, mit der letalen Dosis beginnen. 

Die geringste noch sicher tédliche Gabe Veronal liegt nach 
meinen Versuchen und Kontrollversuchen fiir Kaninchen und 
Katze zwischen 0,25 g und 0,3 g Veronal pro Kilogramm Tier- 
gewicht, fiir den Hund zwischen 0,45 g und 0,5 g Veronal pro 
Kilogramm Tiergewicht, also fiir Kaninchen und Katze um 
66°/, bis 75°/,, fiir den Hund um 50 bis 55°/, tiefer als bis- 
her — fiir alle Tiere ohne Unterschied — angegeben. Frésche 
(Ran. escul.) erholen sich nach 0,5 g Veronal pro Kilogramm 
vollig. 

Auffallig ist in allen Versuchen, in denen die Atmung ge- 
priift werden konnte, deren Verhalten. Selbst wenn man von 
den — wie schon gesagt, vielleicht zu hohen — Normalwerten 
(in Spalte 1) absieht, fallt doch die Herabminderung nicht 
nur der Frequenz, sondern auch des Volumens der einzelnen 
Atemziige auf (bis auf 8,5 ccm auf einen Atemzug, Katze, Ver- 
such 4). 

Die Eigenwaérme sinkt bei entsprechenden Gaben (0,35 g 
pro Kilogramm) enorm, bis auf 24,6°C rectal (Versuch 4). In 
diesem Versuche steigt trotz des schlieBlich tédlichen Aus- 
ganges die Temperatur nicht unbetrachtlich wieder an, um 
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ante mortem wieder abzusinken. Bei Versuch 23 (Katze) findet 
ein Absinken der K6rpertemperatur auf 29,4° C (rectal) statt, 
ohne daB das Tier stirbt! Die Frequenz der Atmung geht in 
Versuch 4 auf 4 pro Minute, in Versuch 28 von 28 (Hund) 
auf 4 bis 6 pro Minute herab. Wie man sieht, handelt es 
sich bei diesen groBen Ausschligen um Fleischfresser, Katze 
oder Hund. Bei diesen Tieren sinkt auch die Pulsfrequenz 
am stirksten. Uberhaupt waren an den Fleischfressern simt- 
liche Symptome weit starker ausgepragt, als beim Kaninchen. 
Nie fand ich beim Kaninchen ahnliche geringe Werte fiir Puls 
(bei der Katze in Versuch 4 84 pro Minute) oder Atmung wie 
bei den Fleischfressern, noch auch Biotsches Atmen, das in Ver- 
such 27 ganz ausgeprigt, bei den iibrigen Versuchen an Katze 
und Hund, wenn auch nicht so deutlich wie eben in Ver- 
such 27 (Hund), so doch immerhin — wenigstens zeitweise — 
angedeutet war (so bei den Versuchen Nr. 4, 28, 29), wie ich 
hier zur Erginzung der Tabellen noch bemerken will. 

Auf das Verhalten der Reflexe gehe ich hier nicht noch 
einmal naber ein, da dariiber alles Nétige, teils in den Tabellen, 
teils in dem sie einleitenden Teile des Textes schon gesagt ist, 
worauf ich hier verweise. 

Aber zweierlei muB8 ich hier noch einmal besonders er- 
wahnen, zwei Tatsachen, die fiir die Veronalvergiftung geradezu 
pathognomonisch zu sein schienen, 1. die bei den Fleisch- 
fressern vor Eintritt des Komas und wihrend seines ersten 
Stadiums eintretenden, spiter erléschenden, vor der Erholung 
sich aber wieder einstellenden, z. T. ganz furchtbaren krampf- 
haften Erscheinungen, teils tetanischer, teils klonischer Natur, 
2. einen charakteristischen Obduktionsbefund im Gebiete des 
Respirationsapparates. 

Zunichst méchte ich iiber die Krampfe einige Worte 
sagen. Beim Kaninchen sah ich sie nie ausgepragt. Dagegen 
oft, ja fast stets — wenigstens andeutungsweise — bei Katze 
und Hund. Wo sie bei Katze und Hund fehlen, tritt 
wenigstens eine erheblich gesteigerte Reflexerregbarkeit an ihre 
Stelle. Ganz besonders deutlich waren sie in den Versuchen 
Nr. 4, 5, 6, 23, 25, 26, 27 zu sehen, z. T. gesteigert bis zum 
Tetanus, der in Versuch 27 ununterbrochen durch mehr als 
18 Minuten anhalt, wobei das Tier standig in gréBter Gefahr 
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war zu ersticken. In den iibrigen Versuchen am Fleischfresser 
waren die Erscheinungen nicht so stiirmisch, doch bestand 
deutlich eine Ubererregbarkeit, von maximal gesteigerter Re- 
flexerregbarkeit bis zu klonischen Zuckungen. Andeutungen 
dieser gesteigerten Erregbarkeit finden sich iibrigens auch bei 
einigen Kaninchen und bei den Versuchen Nr. 14, 15, 19, 20, 30, 
(Frésche). 

Bei sehr grofen Gaben, wie in Versuch 24 (s. 0.) kénnen 
diese Exzitationsstadien ginzlich fehlen. Offenbar tritt hier 
die Narkose infolge der hohen Dosis zu schnell ein. Auch 
Versuch 29 scheint hierher zu gehdéren. 

Die Frésche in Versuch 20 und 30 — Winterfrésche 
sind zwecks Beschleunigung der Resorption der Veronallésung 
60 Stunden in trockener Zimmerluft bei ca. 20 bis 25° C ge- 
halten worden, ohne Fiitterung, ohne viel Wasser (nur so viel 
als eben zur Hautatmung noétig war). 

Ober die nihere Ursache der bei den Fleischfressern be- 
obachteten Krimpfe méchte ich mich nicht auBern. Dazu 
bediirfte es noch eingehenderer Untersuchungen. Doch ist hier 
der Platz, auf die Arbeit von Sigmund Frankel’) zu ver- 
weisen. Ob seine Deutung richtig ist, lasse ich dahingestellt. 
Beim Kaninchen findet sich als Analogon zu den Krampfen 
der Fleischfresser eigentlich nur das Zihneknirschen (siehe 
Tabellen). 

Zu den Versuchen Nr. 7, 8, 12, 17, 18, 21, 22 brauche 
ich wohl nicht viel mehr zu sagen. Die Veronaldosis wurde 
so klein gewahlt, um in diesen Versuchen, bei denen es ja 
lediglich auf die Beeinflussung der durch den Wiarmestich her- 
vorgerufenen Temperatursteigerung ankam, nicht durch Abkiihlung 
getiuscht zu werden, die bei Kaninchen bekanntlich schon ein- 
tritt nach nur kurzdauernder Seiten- oder Bauchlage (z. B. in- 
folge Veronalwirkung durch Parese der Hinterbeine). 

Jetzt noch einige Worte iiber den Sektionsbefund. In Uberein- 


stimmung mit dem in den Fiillen von akuter Veronalvergiftung am 
Menschen so oft erhobenen Befund (teils klinisch, teils pathologisch- 








1) Uber die pharmakologische Bedeutung der bigeminierten Athyl- 
gruppen. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol., Supplem.-Bd. 190% 
(Schmiedeberg- Festschrift), 181 ff. 
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anatomisch) fanden sich — wie aus den Tabellen hervorgeht, bei den 
meisten an der Vergiftung gestorbenen Tieren fast durchweg charak- 
teristische Veranderungen am Respirationsapparat, besonders der Lungen, 
doch auch der Bronchien, der Trachea, des Larynx. 


Die Lungenverinderungen wiesen — in gréBeren und kleineren, 
z. T. konfluierenden Herden alle Merkmale der hypostatischen, bzw. ka- 
tarrhalischen oder Aspirations-Pneumonie auf, ganz besonders natiirlich 
in den Lungenlappen derjenigen Seite, auf der das Tier lag. (Naheres 
s. Tabellen). In Larynx, Trachea und Bronchien fanden sich in all diesen 
Fallen (1, 4, 9, 26, 28, 29) sowie in den Kontrollversuchen (1 u. 2) Schleim, 
ferner zwischen den Knorpelringen starke arterielle GefaBinjektion. 
In Versuch Nr. 24 (s. o., Text) fand sich nichts von all diesen Ver- 
anderungen. Die in einigen Sektionsberichten der Tabellen erwihnten 
Ecchymosen der Magenschleimhaut (gegeniiber der Speiserdhrenmiindung) 
sind wohl auf direkte Lision der Schleimhaut durch das AnstoBen der 
Spitze des Magenschlauches zuriickzufiihren, wofiir die Lokalisation 
spricht. Auffallig war in Versuch Nr. 24 die ausgepriigte streifenférmige 
Hyperiimie der Duodenalschleimhaut. Da8 die erwahnten Lungenver- 
anderungen sich zwar in allen langsamer verlaufenden Vergiftungen fin- 
den, dagegen nicht in schnell verlaufenden (Versuch Nr. 24), stimmt mit 
den beim Menschen erhobenen Befunden iiberein. Auch hier hat man 
diese hypostatischen, bzw. katarrhalischen oder Aspirationspneumonien 
bei Veronalvergiftungen — teils klinisch, teils klinisch und pathologisch- 
anatomisch — festgestellt. Ja man mu8 (wenigstens in einigen Fallen) 
diesen Lungenveriinderungen mehr als der spezifischen Giftwirkung des 
Veronals auf das Zentralnervensystem die Schuld am Tode zuschreiben, be- 
sonders in den Fallen, wo mehr als 2 Tage bis zum Eintritt des Todes 
vergingen. Diese Pneumonien miissen wir als mittelbare Folge der Veronal- 
vergiftung ansehen; Da in dem durch das Veronal hervorgerufenen 
Koma die Atemtitigkeit — wie aus den Ziffern der Tabellen fiir Frequenz 
und Tiefe der Atemziige hervorgeht — stark geschidigt, der Husten- 
und Niesreflex bedeutend herabgesetzt oder sogar ganz aufgehoben ist, so 
findet nicht nur ungeniigende oder keine Expektoration normalen Se- 
kretes, sondern Aspiration von Speichel statt. Es scheint auch fast, als 
ob unter dem Einflusse des Veronals iiberhaupt eine Vermehrung der 
normalen Sekretion der Speicheldriisen sowohl als auch der Schleimhiute 
der Luftwege eintrite. Dafiir spricht vor allem das besonders bei den 
Katzenversuchen so oft beobachtete bald nach der Applikation des Giftes 
eintretende Lecken der Nase, die Salivation, das Niesen (in Versuch 
Nr. 4 z. B. 10 Minuten post applicat.) vor Eintritt des Komas (siehe 


Tabellen). 
Nachzutragen bleibt nun noch Versuch Nr. 16, ein Blut- 
druckversuch. 
Er wird der besseren Ubersicht wegen in der folgenden 
Tabelle registriert. 
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Lfde. Nr. oe So Be 
Tierart, Tiergew. in} oS | Mi 8 o _8°o 
Kiloganm, Datom| 2 (lee) 32 22 3a 
Zeit u. Anordnungd.| 32 | winimeter | l= £S'5 gf Bemerkungen 
Versuches. Normal.| =a | *" Ho TS olfboaae 
Verhalten vor dem| == g é E Ss) gf 
Versuche. N \< 
16. 19** 191 —ji— — {Atmung kleiner, irregular 
Katze, 2,23 kg, 12*° 201 — |— — _ 
€ 20 
alt Tak oh ~ — — |Starke Unruhe, die zirka 
lést +1100 aaah Ho 12°*  beginnt zu sink; — | — — {13 Minuten anhalt. Dabei 
an @. a oC ad 19° 133—134 132 | 18 — I|schwankt die GrdBe d. In- 
Ma Be OM u. Exspiration und — ihnen 
: 085 esenel entsprechend — der Blut- 
patie: Ki druck hin und her. Das Tier 
etal scstaanamameane wirft sich in Krimpfen auf 
Atmung: dem Brett hin und her. Die 
160 pro Minute | 2 Atmung ist 12°° schon sehr 
ae a te tS klein 
ro Minu 
Rektaltemp.: y 1 | 149-150 141 | 7 34,2 [Die geringe Steigerung des 
39,19 C Blutdruckes ist wohl als 
Folge des durch Einlegen 
ides Thermometers beding- 
ten Reizes anzusehen 
17? |sinkt wieder}; — |— — 
_ 110 —|j- ~ 
x 178 — | — 33,7 |Dem Tier wird die Luft- 
zufuhr abgeschnitten. Da- 
her Druckanstieg 
— _ — |—  — |JNach Freigabe der Luft- 
aa 115 — |—  — |zufuhr sinkt der Blutdruck 
wieder, steigt nach Kneifen 
in den Schwanz auf 127 mm 
Hg, sinkt dann wieder 
“= — | — |< 33,5 
7 87 —{|-iji- 








Jetzt beginnt eine héchst merkwiirdige Erscheinung sich 


zu zeigen, namlich eine sehr auffallige Periodizitét im Hin- 
und Her- bzw. Auf- und Niederschwanken des Blutdruckes, 
ohne ersichtliche Ursache, ganz spontan. Der Druck schwankt 
in den nichsten 5 Minuten zwischen 112 mm im Mittel und 
151 mm im Mittel etwa 7'/,mal auf und ab. Von Gipfel zu 
Gipfel sind etwa 40 Sekunden, ebenso von Tal zu Tal. Jeder 
Wellenberg umfaBt 3 kleine, den Atemphasen entsprechende 
Perioden (zusammen = etwa 20 Sekunden), ebenso jedes Wellen- 
tal. Die Pulsfrequenz betragt 120 pro Minute, die Atem- 
frequenz 10. Eine groBe Periode (1 Wellental +- 1 Wellenberg) 
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’ errors 
¢ - —> Nr. . be | | S oad | " 3. 
ierart, Tiergew. in}o 6 : 2 os 
j Kilogramm, Sate) 3) ener |\32) 88 ee 
Fe © §/Blutdruck in F2 5:5 SE 
Zeit u. Anordnung d.j3=3 |" ,,..,. i@3| Ss let Bemerkungen 
% Versuches. Normal.|©‘& Millimeter | a) we 8c 
Verhalten vor dem} <' Hg €6) 36 25 
Versuche N < 
16. 3” 92 — -- — }|Aufhéren der Periodizitat 
Fortsetzung des Blutdruckes 
= 80 6G  $0,0] Atmung wird allmahlich 
immer flacher 
416 - — — (29,7 
47 - -— — |Luftzufuhr wird von neuvem 
abgeschnitten, diesmal folgt 
jedoch kein Anstieg des 
Blutdruckes 
4% 74 wel = 
4*° _ -— — 27,1 — 
4°? steigt von 81 Atmung | — |Kompressiond. Bauchaorta. 
auf 134 sistiert | Blutdruck steigt, nach Auf- 
_— 72 vollig héren d. Kompression sinkt 
er wieder (auf 72 mm Hg) 
4°° steigt auf 179 — — |Zweite,lingereKompression 
nach Aufhéren d. Bauchaorta. Druck steigt. 
Hm Er sinkt nach Aufhéren d. 
17 Kompression akut auf 
77 mm 
4°* steigt auf 141 im Atmung Jetzt setzt die Atmung 
Mittel (147 maxi- setzt spontan wieder ein, der 
ms). Dann all- spontan Blutdruck steigt spontan, 
= - wieder sinkt aber dann allmahlich 
- 72 ein wieder ab 
5°, s. Bemer- | — — — | Harn abgedriickt. Dies 
kungen macht Wiederansteigen des 
Blutdruckes, Tieferwerden 
der Atmung 
§°3 do. _ — — |Aufhéren des Druckes auf 
die Blase. Der Blutdruck 
bleibt noch kurze Zeit hoch 
5% | 137 89 10 — |Ausgesprochene Vaguspulse 
(maximal 160) | Vagus- viel tiefer 
} | pulse ‘als vorher | 
5'° steigt nicht — a — |Erneute Kompression der 
wesentlich Bauchaorta 
5 -= - — 28 
5'°|  sinkt all- - — — |Erwirmung d. Tieres durch 
mihlich eine tiber seinem Bauche 
angebrachte Gliihlampe 
§"" - = - — |Kneifen in den Schwanz, 
Kitzeln in der Nase erfolglos 
5°" ae hn 28,3 
g * 78 
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Lide. Nr. [| _| # | Set } 
Tierart, Tiergew. in} § | (Mittlerer) | § = 3 $ | eo 
Kilogramm, Datum,}.c 4 ~~ 84) | ES rey 
Zeit u. Anordaung d.| 3 4 — oS g FS = Bemerkungen 
Versuches. Normal. a) H ‘dol He Ie? 
Verhalten vor dem|$ q' 8 £8! $6 ae 
Versuche = | &.. 
16. 5°! steigt auf 195,, — _ — |Wieder Luft abgeschnitten. 
Fortsetzung — sinkt dann | — _ sistiert | — |Blutdruck steigt. Nach Auf- 
auf 79 | héren der Erstickung Ab- 
sinken 
ae 121 — = — |Kiinstliche Atmung m. Luit. 
Danach Selbstatmung m. O, 
a -— | — Spontan- — |Wieder Luftatmung spont. 
atmung. | Entschied. tiefer. Spontan- 
11 mit | atmung mit O,. Von 5*” 
O. an wieder periodisches 
5*°| von jetzt ab | 75 7 Schwanken des Blutdruckes, 
5 ie das nach Entfernung des 
| des O, nicht O, aufhért 
mehr 
aa — — ~ —_ Bauchhohle eréffnet 
55° steigt infolge Be-- —— nie 198.7 : 
itasten d. Netzes, | 
steict weiter auf 
Nebennierenreiz. ’ 
5° | -- — | — |Verblutenlassen des Ticres 
durch Durchschneiden der 
Bauchaorta 








umfaBt so etwa 6 kleine den Atemphasen entsprechende 
Perioden, und dauert etwa 40 Sekunden. Diese (zuniachst 
ziemlich ungleich) groBen Perioden werden schon nach Ablauf 
von 5 Minuten nach Beginn der Periodizitét tiberhaupt all- 
mahlich immer weiter bis zu einer maximalen Entfernung zweier 
Bergmitten von 3'/, Minuten bei einer Breite des Tals von 
3 Minuten 10 Sekunden. Die Berge umfassen auch hier 2 bis 
3, die Taler dagegen 16 bis 20 kleine, den Atemphasen ent- 
sprechende Perioden. Dabei betrigt die Pulsfrequenz 94 pro 
Minute, die Atemfrequenz 6 pro Minute, der mittlere Blutdruck 
im Tale 92mm, im Berge 110 mm Hg. 

Dieses eigentiimliche periodische Hin- und Herschwanken 
des Blutdruckes erinnert stark an das spontane Hin- und Her- 
schwanken der Weite der Pupille bei der Katze in Versuch 4, 
wie es in Spalte 4, 11°° notiert ist. Ich werde hierauf nach 
volistandiger Beschreibung des Falles noch einmal zuriick- 
kommen. 
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Die Periodizitét halt im ganzen bis 3°’ nachm. an, d. h. 
also etwas mehr als 1 Stunde. Von 3° ab hort die Periodizi- 
tat auf, und es bleiben lediglich noch die gewodhnlichen, den 
Atemphasen entsprechenden Druckschwankungen. Der Blut- 
druck hilt sich nur 1 Stunde lang auf der mittleren Hohe von 
92 mm Hg. 

Die oben erwahnte merkwiirdige Erscheinung der Blutdruck- 
schwankungen macht im Verein mit den in Fall 4 erwaihnten 
spontanen Schwankungen der Pupillenweite folgende Erklirung 
wahrscheinlich: Man kénnte sich vorstellen, daB dieses Schwanken 
des Blutdruckes zustande kime durch ein starkes Hin- und Her- 
schwanken in der Weite der BauchgefaiBe. Es wiirde sich also um 
einen direkten Einflu8 des Veronals auf die glatte, bzw. GefaB- 
muskulatur, oder die Nerven dieser GefaBe, bzw. dieser glatten 
Muskulatur handeln. Hier ist auch an die in Versuch Nr. 2, 
Spalte 4, 8°°, erwahnte, durch die Bauchdecken hindurch sicht- 
bare, gesteigerte Darmperistaltik zu erinnern! 

Das Aufhéren der Periodizitét scheint auf eine komplette 
Lahmung der BauchgeféBe hinzudeuten, das Wiederauftreten 
nach O,-Atmung auf eine partielle Erholung, die indessen még- 
licherweise schon eingeleitet worden war durch die langdauernde 
Kompression der Bauchaorta (s. 0. 4°°). Denn selbst nach Auf- 
héren der Kompression und darauf folgendem momentanem 
Druckabfall steigt der Blutdruck erheblich spontan, und die 
Atmung wird besser. Auch dieser giinstige EinfluB der Bauch- 
aorta-Kompression scheint die obige Annahme einer Lahmung 
der Muskulatur hzw. der Nerven der BauchgefaBe durch das 
Veronal zu bestatigen. Denn als primaire Wirkung dieser 
Kompression kénnte man sich vorstellen eine direkte, rein 
mechanische Entlastung der BauchgefaéBe von der Last des 
Blutes, zweitens aber auch infolge der durch die Kompression 
bedingten vermehrten Fiillung des MHerzens eine bessere 
Ernahrung des Zentralnervensystems, vor allem des Atem- 
zentrums. 

Als praktische Gesichtspunkte ergeben sich aus diesen 
Versuchen folgende: 

1. Das Veronal ist bei weitem giftiger, als bisher an- 
genommen wurde (fiir Kaninchen und Katzen 3 bis 4mal, fiir 
Hunde 2 bis 2'/,mal giftiger). Es ist also ratsam, es dem 
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Handverkaufe véllig zu entziehen, es auch nicht ,,ad libitum‘ 
zu repetieren. 

2. Das Veronal ist geradezu kontraindizier{ bei allen Er- 
krankungen, die an sich mit Schidigungen der GefaS8funktionen 
einhergehen (z. B. bei Typhus abdominalis usw.) wegen seiner 
Wirkung auf die BauchgefaBe. 

In etwaigen Vergiftungsfillen bestinde die Therapie in 
geeigneter Belastung des Bauches und dadurch bedingter, 
wenigstens partieller Kompression der BauchgefaBe bzw. Bauch- 
aorta, auBerdem in O,-Atmung.') Angezeigt erscheint noch 
mdéglichstes Warmhalten des Patienten, um zu starkes Absinken 
der Eigenwarme zu verhindern bzw. einigermaBen auszugleichen. 


Die Zeiten sind in den Tabellen genau so bezeichnet 
wie in Eisenbahn-Fahrplianen. Es heiBt also: 6% sechs Uhr 
abends, 6°’ sechs Uhr morgens. Die Minutenziffern der Nacht 
(6% bis 6°°) sind also unterstrichen. 


Herrn Geheimrat Jacobj sage ich fiir sein freundliches 
Interesse und seine liebenswiirdige Unterstiitzung, die er mir 
bei dieser Arbeit zuteil werden lieB, meinen verbindlichsten 
Dank. 


1) Abgesehen natiirlich von Magenspiilungen usw. in ganz frischen 
Fallen. 
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Kaninchen, 2,465 kg 
2. Puls: 200 pro Minute. 


38,9° C. 
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3. Rectaltemperatur: 





aaYoueIg Joep pun voyously, Jop aturylodAFZ 10]/9]10348 
JAYIVIS JogAV (; FMA aayyay) Wy YOsewmIEM Usp YOIMp UeBunig9is1eZ Joep oMYBUsny 
VU YONV) PUNjJog YO! }Ies94 UJOY :GOMYes “UepuNzoB10a 40} YI gO “IT ‘RI TY 






TT] «TITTI 
+ BERS 
r] 


“Mectue OIEH [14 1yes 
‘RETNG FOTWHICT God ‘eujaq 
“7G 20M esareg eyre, TURD 
. 

“SUH OD ¢ HD 


*WleM WIS OT WO TTS Or 


128}T 1U99 OT “Fe 
Oremes BsNgUsOdLaeL 66> PGOITEA 


“Fe'9208 Fes Tis Wye say 
Qonemorrotumy 
322 9,09 BO Gos O*'| WoO OFT 


©} leq1e® feuose, 8 Corso = se 
Weresdol Y osd peGO2e, 3 1'G Boe 


Roomy 


a7 tem 
21194 Wt ‘Tous yep sor] 


Bun pe 
VPM “yews206 qoos 45798 204, TEST 





4ML “2Pory O11 (pG0l0, Stee 
qoomqenaten 20d 5,5) “w Goa 
O° G2 oft M jeudie, Bcort'y 





~ a 3 v © 8 ° 

i © © > 

s kK} " Be ” ” » " 
<> ) ° ° c=) 

2 y _ < ~ ? gz 


> S) 


+ Ne ete %s Ey be 
CUS ewe ee ee oe 2D aes a pa eae 


Kaninchen, 2,58 kg. Rectaltemp.: 39,5° C. 


Versuchl 


“Woe? ojeg 
20P [08 orpmres og 198 OH 


BOEHOS TTY Yous ,Qopoy pdoy 


“‘De8t M04 O'R MO’! M3010 = 
any HM Gd CO'o feao2e, 
PHU VOUS IG M ons! BI 01'S 


wim 


#3109 eT Fp she req 420"; 











17 


Uber Veronal, 


Versuch 18 und 21. 


Tierart, Tiergewicht 


Kaninchen, 2,2 kg. 
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39,5° C. 
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Gibbus der Lendenwirbelsaule. 
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Versuch 22. 
Tierart, Tiergewicht: Kaninchen, 2,25 kg. 
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Uber Veronal. 
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Uber einige physikalisch-chemische Eigenschaften von 
Lecithinemulsionen und LecithineiweiBmischungen. 
Von 
Hans Handovsky und Richard Wagner. 


(Aus der physikalisch-chemischen Abteilung der biologischen Versuchs- 
anstalt in Wien.) 


(Eingegangen am 3. Januar 1911.) 


Mit 3 Figuren im Text. 


Angesichts der groBen Bedeutung, die den lipoiden Sub- 
stanzen in biologischer Hinsicht und besonders im Zellbestand 
als Angriffspunkten zahlreicher pharmakologisch wirksamer 
Substanzen zuzukommen scheint, galt es uns nicht als zweck- 
los, die Zustandsinderungen von Lecithinemulsionen mit jenen 
Mitteln der physikalisch-chemischen Untersuchungsmethoden 
anzugehen, die sich fiir die Untersuchung der Eiwei8kérper an 
diesem Institut als iiberaus fruchtbar erwiesen haben, obwohl 
wir es da mit einem Material zu tun haben, das in seiner 
physikalisch-chemischen Homogenitaét hinter den Eiwei8kérpern 
zuriicksteht. Immerhin diirfte jede experimentelle Erweiterung 
des Tatsachenmateriales zur Erkennung und Beschreibung dieser 
wichtigen K6rper willkommen sein. 

Schon Porges und Neubauer’) haben in ihrer ersten 
Mitteilung tiber Lecithinemulsionen die fallende Wirkung von 
Saéuren und Salzen auf die genannten Emulsionen eingehend 
studiert und dabei im wesentlichen die von Hofmeister und 


1) Diese Zeitachr. 7, 152, 1907. 
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Pauli fiir das EiweiB geltenden Ionenreihen auch fiir das 
Lecithin bestitigt gefunden. Wir versuchten nun auf An- 
regung von Herrn Professor Pauli, mittels der Bestimmung 
der Viscositaét, deren Schwankung einen der feinsten Indicatoren 
im hydrophilen Verhalten von Emulsionskolloiden darstellt, die 
Zustandsiinderungen des Lecithins naher kennen zu lernen. 
Das Material, mit dem wir arbeiteten, war ein Gemisch 
von aus Eiern dargestellten Lecithinen, von Herrn Professor 
S. Frankel uns in liebenswirdiger Weise zur Verfiigung gestellt, 
das zu 95 bis 96°/, aus Trockensubstanz bestand; der Gesamt- 
aschenriickstand, bezogen auf trockenes Lecithin, betrug 7,86°/,. 
wovon 3,17°/, auf Phosphatidphosphorsiure entfielen, so dab 
nach Abzug derselben von der Gesamtasche 4,69°/, eigentlicher 
Aschengehalt iibrig blieben.’) Zu allen unseren Versuchen ver- 
wendeten wir als Ausgangslésung eine 1,5°/,ige wisserige 
Lecithinemulsion, die in der von Porges und Neubauer (I. c.) 
angegebenen Weise hergestellt wurde. 3 g Lecithin wurden 
gewogen, in méglichst wenig Ather vollkommen gelést (vgl. unten) 
und dann mit 200 ccm Wasser ungefahr 1 Stunde kraftig ge- 
schiittelt. Darauf wurde etwa 48 Stunden CO,-freie Luft im 


Dunkeln durchgeleitet, bis der ganze Ather vertrieben war. 
Die so hergestellten Emulsionen erwiesen sich fiir langere Zeit 
als volikommen stabil, wie aus von Zeit zu Zeit zur Kontrolle 
ausgefiihrten Reibungsbestimmungen hervorging. 


I. 


Unsere ersten Versuche beziehen sich auf die innere Reibung von 
puren Lecithinemulsionen sowie von Laugen-, Sauren- und Salz-Lecithinen, 
woriiber Tabelle I und II AufschluB geben. Ip allen Versuchen erwies 
sich die Viscositaét von Lecithinemulsionen als leicht bestimmbar und 
genau reproduzierbar. 


Tabelle I. 


Viscositatsbestimmungen an reinem, Laugen- und Salzlecithin. Versuchs- 
temperatur war 37°C. Alle Reibungsbestimmungen in dieser Arbeit wurden 
mit dem Ostwaldschen Viscosimeter im Thermostaten bei konstanter 
Temperatur ausgefiihrt. Die angegebenen ¢-Werte sind die Durch- 


1) Diese Analyse wurde im chem. Laboratorium der Spiegler- 
Stiftung unter Leitung von Herrn Prof. Dr. 8S. Frankel ausgefiihrt, wo- 
fiir wir ihm auch an dieser Stelle den verbindlichsten Dank sagen. 

Biochemische Zeitschrift Band 31. 3 
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stromungszeiten in 0,2 Sek. tH,o = 385. Die urspriingliche Lec.-Em. 
war 1,5°/5. Leo.-Em. A. 





Lecithin- Konzentraton | Seieientiiction 


konzentration | on NaOH és Qitee t 


1000 t/t, 


“fo 


02 418 | 1086 
0,5 467 | 1213 
0,8 — 517 | ~—s 1351 
0,5 , 425 | 1104 
0,5 , 421 | 1094 
0,5 | @, — 420 1091 
0,2 , — 401 | 1042 
0,8 , | 451 1172 
0,5 0,0067 n NaCl 436 1130 
0,5 \0,0067 n Na,SO, 436 1130 


Tabelle II. 
Viscositaitsbestimmungen an Laugen-, Saiuren- und Salz-Lecithinemulsionen. 
1,5°/, Lecithinemulsion mit den betreffenden Zusitzen halbverdiinnt 
(0,75 °/o); t= 385 “°, Versuchstemperatur 37°; Laugen- und Salz- 
versuche mit Lec.-Em. B. Siure mit Lec.-Em. C. In der Tabelle sind 
die Eiektrolythonsentrationen nach der Mischung angegeben. 








Lecithin i+ Lauge Lecithin + Salze Lecithin 1 Siure 





t/t, | tit, } [ , | we 
t | tbo | # | obo t | bo 
| 














0,00 n-NaOH 446/159 00 n-NaSCN |446/1159]0,00 n-CH,COOH 493 1281 


0,0001n ,, |445/1156]0,001 n_, 1439) 114 00ln ,  |485'1260 


0,001n , [4401143/0,01n 431 1120/0,02 n - 479 1244 
00ln , 426, 1107/0,01 n-NH,SCN/431 1120)0,03 n = | 487 |1266 
0,02n , '425| 1104 ,05 n ‘s |492, (1278 
za | 0,01 n-HCI” —| 4621200 

ves Leatibis Aus den in Tabelle I re- 

“- gistrierten Versuchen sehen wir 
vor allem, was auch Fig. 1 
deutlich demonstriert, daB 
“ sich die Lecithinemul- 
sionen in bezug auf ihre 

innere Reibung wie ty- 

seine pische Emulsionskolloide 

+0,0067n Wad vVerhalten; schon die Tat- 

sache allein, daB die innere 

Reibung einer 0,75°/,igen rei- 

nen Lecithinemulsion eine be- 

trichtliche Erhéhung gegen- 

tiber der von Wasser zeigt,*) 


610 4 


0.2% ase ae 1) Es ist bemerkenswert, 


Leaithinkonzentration daB sich die innere Reibung der 
Fig. 1. wasserigen Lecithinemulsion 
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ferner vor allem, daB der Anstieg der Reibung mit steigender Lecithin- 
konzentration ein sehr steiler ist (Fiz. 1), sprechen dafiir, daB es sich 
bei unserers Lecithin um ein echtes Emulsionskolloid handelt, charakte- 
risiert durch eine innige Beziehung zwischen Teilchen und Lésungs- 
mittel. Aus diesen Versuchen (Tabelle I und II) geht aber auBerdem 
auch hervor, daB alle Elektrolyte, Laugen, Saiuren und Salze 
auf die innere Reibung des Lecithins im Sinne einer Viscosi- 
tatsverminderung wirken. 

Fiir die Einwirkung verschiedener Laugenkonzentrationen auf ein 
und dieselbe Lecithinkonzentration ergibt sich, daB die Erniedrigung der 
Lecithinreibung durch geringe Konzentrationen sowohl an Lauge als auch 
an Salz relativ am bedeutendsten ist und in héheren Konzentrationen 
des Elektrolyten nur in geringem Mafe wachst. Die Kurve gewinnt 
dadurch eine auffallende Ahnlichkeit mit der bekannten Adsorptions- 
isotherme. 

Bei Einwirkung ein und derselben Laugenkonzentration auf ver- 
schiedene Lecithinkonzentrationen ergeben sich interessante Verhiiltnisse. 
Wie aus Tabelle I hervorgeht, erniedrigt die 0,0067 n-NaOH die 
Viscositét des Lecithins in jeder untersuchten Konzentration um 50°. 
Es besteht in unserem Versuchsbereiche ein konstantes Ver- 
haltnis zwischen der inneren Reibung von reinem Lecithin 
und dem von mit Lauge versetzten Lecithin der gleichen 
Konzentration. So betrigt die Reibungserhéhung einer 0,2°/,igen 
Lecithinemulsion (gegeniiber Wasser) 33, bei Zusatz der Lauge 16, bei 
einer 0,5°/,igen Emulsion sind die entsprechenden Werte 82 und 41, bei 
einer 0,8°/,igen 132 und 66. 

Als Ursache dafiir, daB die innere Reibung von Lecithin- 
emulsionen sowohl durch Laugen, als auch durch Séuren und 
Saize erniedrigt wird, kénnen wir vermuten, da® in der 
Emulsion in allen drei Fallen ein Entquellungsvorgang vor sich 
geht. In ihrer fallenden Wirkung hingegen zeigen Sauren, 
Laugen und Salze dem Lecithin gegeniiber ein deutlich ver- 
schiedenes Verhalten. 

Unsere Lecithinemulsionen erwiesen sich bei den Fallungs- 
versuchen als etwas stabiler als die von Porges und Neubauer 
aus Handelslecithin hergestellten Emulsionen. Wahrend Porges 
und Neubauer die Fiallungsgrenze fiir NaCl schon bei 2%/,- 
Lésungen und fiir Ba-Salz bei 0,01 n-Lésungen fanden, 
trat an unseren Emulsionen die NaCl-Fallung selbst durch 


um so niedriger einstellte, je weniger konzentriert die zur Herstellung 
der wisserigen Lecithinemulsionen verwendete atherische Lecithinlésung 
war, je mehr Ather also zur Lésung derselben Lecithinmenge gebraucht 
worden war. 


3° 
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»/_-Lésungen noch nicht, die Ba(NO,),-Fallung aber erst bei 
einer Konzentration von 0,05n auf. Die erste Fallungszone, 
die Porges und Neubauer fiir die Salzsiure fanden, erwies 
sich bei genauerer Untersuchung als etwas breiter, und zwar 
reichte der faillende Konzentrationsbereich von 0,004 bis 0,01 n. 
Salze hemmen in Konzentrationen, in denen sie selbst 
nicht fallen, die fallende Wirkung der (0,004n-) Salz- 
siure. Dafiir sei als Beispiel Tabelle III angefiihrt. 


Tabelle III. 
1,5°/, Lecithinemulsion -+- 0,004 n-HCl-+- Salzlésung zu gleichen Teilen. 
Versuchsresultate nach 24° registriert. 





Salzkonzentration Resultat 


0,00 n 

0,01 n-NaCl 
0,02n , 
0,04n , 
0,001 n-Ba(NO3). 
0,002 n - 
0,004 n a 


Laugen hingegen bewirken keine Ausflockung des Lecithins, und 
Salzzusatz zum Laugenlecithin la8t die Emulsion unverandert. Uber 
die fallende Wirkung von verschiedenen Salzen auf das reine Lecithin 
liegen bereits die notwendigen Versuche von Porges und Neubauer 
(1. ¢.) vor. 


Die gute Verwendbarkeit der Reibungsmethode zur Er- 
kenntnis feiner Verainderungen im Lecithin veranlaBte uns, 
auch einige narkotisch wirksame Substanzen in ihrem Einflu8 
auf die innere Reibung des Lecithins zu untersuchen. Eine 
orientierende Versuchsreihe mit den Stoffen Chloralhydrat, 
Bromalhydrat, Trional, Sulfonal und Athylurethan zeigte, daB 
die Viscositét des reinen Lecithins nicht einsinnig und ganz 
unerheblich beeinfluBt wird (vgl. die Tabellen IV und V). Nur 
der Alkohol macht eine Ausnahme, indem er die innere Reibung 
des Lecithins um ca. 2,5°/, erhéht;') doch ist dieser Befund 
in Anbetracht des Umstandes, da8 der Alkohol schon die Reibung 
von reinem Wasser ganz bedeutend erhéht, mit Reserve auf- 
zunehmen, denn durch die Gegenwart des Lecithins wird das 





1) Denn wahrend z. B. ein 10°/,iger Alkohol eine um 28,7°/, héhere 
innere Reibung hat als Wasser, erhéht dieselbe Menge Alkohol eine 
0,75°/,ige Lecithinemulsion um 31,2°/ . 
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zur Verfiigung stehende Wasservolum verringert, der Alkohol 
mehr konzentriert und so die Reibung des Gemisches im Sinne 
einer weiteren Erhéhung verandert. 

Tabelle IV. 


sec. 
1,5°/,ige Lecithinemulsion D halbverdiinnt; ¢, = 362 ——-, 
Versuchstemp. 37°. 





Normalitat Waasserige 

Narkoticum des Nark.-Lésung 
Narkoticums| | t 

ee L |_ So 


2,5 com */199-Chloralhydrat 0,0025 
2,5 . °/199-Bromalhydrat 0,0025 448 , 1238 
2,6 , "/yoo-lTional .. . 0,0025 447 | 1235 


Tabelle V. 











‘, sonst wie Tabelle IV. 


Lecithinemulsion E; t 366 


5 





Normalitiit Wisserige Nark. -Lec. - 
Narkoticum des Nark.-Lésung Mischung 
Narkoticums : | —— 

| tty 
_ | — 366 1000 
2,5 com gesittigter Sulfonal | oa. 0,0025 n 366 , 1000 
25 , /199-Athylurethan 0,0025n | 368 1006 
1 , absol. Alkohol . . 15n 471 1287 














II. 

Um physiologischen Verhaltnissen naher zu kommen, da 
ja das Lecithin im Organismus nicht als wasserige Emulsion 
vorkommt, versuchten wir, die physikalisch-chemischen Eigen- 
schaften von Lecithin-Eiwei8-Mischungen naher zu unter- 
suchen. Vorausschicken méchten wir, da8 schon vor langerer 
Zeit auf Anregung von Herrn Professor Pauli zahlreiche der- 
artige Versuche mit aus Rinder- und Pferdeserum extrahierten 
Lipoiden im Institute angestellt worden waren. — Sowohl 
natives als auch dialysiertes Rinder- und Pferdeserum wurde 
im Schacherlapparat durch mindestens 24 Stunden mit Ather 
extrahiert. NNachdem der Ather vertrieben war, wurden die 
Lipoide im Wasser aufgenommen. Mit solchen ca. 0,2°/,igen 
Emulsionen wurden mehrere Versuchsreihen ausgefiihrt. Kurz 
zusammengefaBt waren die Resultate derselben etwa folgende: 
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Rinder- und Pferdeserumlipoide ergaben nach 24 Stun- 
den sowohl mit nativem als auch mit dialysiertem, 
lipoidhaltigem und lipoidfreiem Rinder- und Pferde- 
serum deutliche Fallungen, die sich mit zunehmender 
Lipoidkonzentration verstarkten. Ebenso waren die 
Lipoidemulsionen imstande, in dem Serum, aus dem 
sie extrahiert worden waren, eine Flockung hervor- 
zurufen. Kontrollversuche mit Wasser ergaben keine Fallungen 
(nur das globulinreichere Pferdeserum zeigte eine zarte Flockung). 
Eine Lésung von 0,1 n-NaCl war imstande, diese Serumlipoid- 
Serumfillungen zu hemmen; 0,1 n-Ca(NO,), konnte sie nicht 
vollstaéndig hemmen, wahrscheinlich infolge der starken fallenden 
Wirkung der Salze der alkalischen Erden auf Lipoide. Be- 
merkenswert ist noch ein Versuch, bei dem wir die Lipoide 
nicht im Wasser aufnahmen, sondern direkt in dem Serum, 
aus dem sie gewonnen worden waren (0,0495 g Lipoide ++ 20 ccm 
dialysiertes Rinderserum); auch in diesem Fall zeigte sich eine 
deutliche Ausflockung, die von NaCl mehr oder minder gehemmt 
werden konnte. 

Ebenso wie die Serumlipoidemulsionen rufen auch unsere 
1,5°/,igen Lecithinemulsionen Fiallungen unseres dialysierten 
Rinderserums hervor. Mehrere Griinde sprechen nun dafiir, 
da8 von Lecithin und ebenso von den Serumlipoiden im Rinder- 
serum nicht das Albumin, sondern nur die Globuline gefallt 
werden. Zunachst ist die beobachtete Fallung nicht reichlich 
genug, als daB sie einer GesamteiweiSfaillung entsprechen kénnte, 
ferner macht es die hemmende Wirkung von Neutralsalzen auf 
die Fallung (fiir Lecithin s. u.) wahrscheinlich, da8 es sich um 
Globuline handle, und endlich zeigt das in diesen Versuchen 
verwendete, extrem dialysierte Rinderserum noch immer bei 
Verdiinnung mit Wasser zarteste Opalescenzen und nach lan- 
gerem Stehen der Verdiinnungen Anderungen in seiner elek- 
trischen Leitfahigkeit. Um die Frage sicher zu entscheiden, 
welcher Eiwei8kérper des Rinderserums an dieser Lecithinfallung 
beteiligt sei, machten wir den folgenden Versuch: Natives 
Rinderserum wurde mit Ammoniumsulfat halb gesattigt, nach 
24stiindigem Absitzen des Niederschlages wurde abfiltriert und 
das Filtrat bei Zimmertemperatur in einem geschlossenen GefaiB 
gegen destilliertes Wasser so lange dialysiert, bis im AuBen- 
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wasser weder NH,-Ion noch SO,-Ion nachweisbar war. Die 
so gewonnene, wasserklare Albuminlésung versetzten wir mit 
Lecithin, wobei sich in keinem Falle eine Fallung ergab. Die 
folgenden Tabellen VI und VII illustrieren diesen Versuch. 


Tabelle VI. Tabelle VII. 
Je 5 com 1,5°/,ige Lecithinemulsion Je 5 ccm Albuminlésung + 1,5°/,ige 
-+ Albuminlésung. Auf 10 com Ge- Lecithinemulsion. Auf 10 ccm Ge- 
samtvolum wurde mit destilliertem samtvolum wurde mit destilliertem 
Wasser verdiinnt. Wasser verdiinnt. 





Albuminlésung Resultat Lecithinemulsion Resultat 
com ecm nach 48" 





keine Fallung a keine Fallung 


” ” 


Sa) n 





” 
” ” ” 
” 


x ” 





Somit ist in hohem Grade wahrscheinlich gemacht, daB 
das Albumin an der Lecithin-Serumfallung nicht beteiligt ist, 
vielmehr die beobachtete Rinderserum-Lecithinfallung als eine 
Reaktion des Globulinrestes im Rinderserum aufzufassen ist.') 

Uber Einzelheiten in den Eigenschaften der Serum-Lecithin- 
fallung und ihre Beeinflussung durch Elektrolyte orientieren die 


folgenden Versuche. 

Diese wurden durchweg mit unseren 1,5°/,igen Lecithinemulsionen 
und dialysiertem elektrolytarmem Rinderserum angestellt. Das Rinder- 
serum war 8 Wochen gegen flieBendes, destilliertes Wasser, darunter 
2 Wochen bei 30° dialysiert, vollstandig klar, gerann bei 50° und hatte 
eine spezifische Leitfahigkeit von k —0,000030 52 (Stickstoffgehalt 0,3325 /), 
EiweiSgehalt 2,0748°/,). Das Verhalten des Lecithins zum Rinderserum 
zeigte eine groBe Analogie zu dem der oben besprochenen Serumlipoide. 
Die im folgenden in den Lecithineiwei8mischungen beobachteten Flockungen 
lieBen deutlich zwei Typen erkennen. Die erste Form (K) wire als 
Koagulation schlechthin zu bezeichnen mit Flocken am Boden des 
GefaBes, die durch Schiitteln nicht wieder in Lésung zu bringen waren. 
Die zweite (E) ist eine eigentiimliche Form der Entmischung, bei der 
sich oben in einer Schicht iiber mehr oder weniger klarer Fliissigkeit 


1) Diese Erfahrungen weisen .auf einen Zusammenhang der zwei 
Phanomene am Luesserum hin, nimlich der Klausnerschen Beobachtung, 
daB destilliertes Wasser, in bestimmter Menge zu Luesserum zugesetzt, 
eine Globulinfallung erzeugt, und der bekannten Porgesschen Lues- 
reaktion mit Lecithin und ahnlich wirkenden Substanzen. 
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Flocken ansammeln, die durch Schiitteln wieder fiir einige Zeit in Ver- 
teilung gebracht werden kénnen, aber bald wieder ausflocken. — Je 
gleiches Volum Emulsion und Rinderserum gibt eine deutliche Fallung 
vom Typus K; bei LecithiniiberschuB ist der Niederschlag stabiler als bei 
SerumiiberschuB. Elektrolyte beeinflussen diese Fallung in ganz pri- 
gnanter Weise. Den Einflu8 von Siuren kennzeichnet Tabelle VIII. 


Tabelle VIII. 
(1,5°/,ige Lecithinemulsion A + Rinderserum) mit den entsprechenden 
Saéuren zu gleichen Teilen gemischt. Die angefiihrten Konzentrationen 
der Saéuren sind Endkonzentrationen nach der Mischung. (7 bedeutet 
homogene Emulsion entsprechend der Ausgangslecithinemulsion. 
Beobachtung nach 24 Stunden. 





a) 1,5 ccm Lec. + 3,5 com RS b) 3,5 com Lec. + 1,5 ccm RS 
+ 5 ccm Saure +5 ccm Saure 


Saure Konzentr. Resultat Saure ' Konzentr. 


0,001 n | 


H,O +++K Ho 
0,00l1n | +4++K 
HCl 


0,01 n na 0,01 n 


7. 
0,1 on ++E 0,1 n | 


H,SO,{, 0,01 n Q — 0,01 n 


0,1 on ++ E 0,1 n | 


0,00In  4+4+4+K { 0,001 n 
0,01 n B CCl,.COOH?) 0,01 n | 
O01 n | +4+4+K lon on! 
{ 000In ++K { 0,001 n 
CH,.COOH}| 0,01 n + CH,.COOH) 0,01 n | 
or ai @ | ol on 


CCI, .COOH 


0,001 n +++K f 0,001 n | 





Die Saéuren gehen also durch ein Lésungsmaximum; in 0,001 n 
Konzentrationen lassen sie den Niederschlag unvecrandert, in 0,01 n lésen 
sic ihn, in 0,1 n lassen sie ihn wieder im groBen und ganzen unverindert; 
nur die schwache Essigsiure pat sich nicht ganz diesem Schema an. 
Tabelle VIILa illustriert diese Verhiltnisse viel deutlicher als Tab. VIILb, 
wo der stirkere Lecithingehalt das Lésungsmaximum verwischt. Laugen 
vermégen von einer bestimmten Alkalinitét an den Lecithin-Rinderserum- 
niederschlag wieder zu lésen; untersucht wurden Natronlauge, Ammoniak, 
Methylamin, Nikotin, Pyridin und Piperidin; 0,01 n-Piridin lést den 
Niederschlag noch nicht, die iibrigen stirkeren Laugen in dieser Kon- 
zentration lésen bereits. Besonders bemerkenswert ist endlich der Kin- 
fluB der Salze auf den Lecithin-Rinderserumniederschlag (Tabelle IX). 
Im allgemeinen hemmen die Salze diese Fiallung, und zwar ordnen 
sich die fallenden Ionen, der Ladung des Lecithins entsprechend vor 
allem die Kationen, zu einer bestimmten Reihenfolge: NH, ~~ Na > 
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Ba=Mg. Die minder deutlich ausgesprochene Reihe der Anionen 
ware: SCN > SO, > CL 


Tabelle IX. 


Alle Fallungen sind nach dem Typus E. Beobachtung nach 24 Stunden. 
(1,5°/,ige Lecithinemulsion + Rinderserum) mit den entsprechenden 
Salzen zu gleichen Teilen gemischt. Die angefiihrten Salzkonzentrationen 
sind Endkonzentration nach der Mischung. ( bedeutet homogene 
Emulsion entsprechend der Ausgangslecithinemulsion. 





1,5 com Lec. +3,5cecm RS+5cem Salz Sou ae + 15 cem RS+5ccm Salz 
Salz | Konzentr.| Resultat _ Salz Konzentr.| Resultat 
mes 
O6 a | NeCl{| Os n | tat 
“i Neso{ Os ttt 


H,O | H,O 


| 


| 
NaCl) 


| 
! 
| 


Na,SO, { 


. fs 0,05n | - | 0,05n + 

NaSCN {| 05 n : NaSON { O5 n pa 
| | 

y ' } 0,05 ) Y 0,05 . 

NH,CI{) 05 - és NHC { 05 “ 


‘ sf, 0,05n . ws 0,05n 


BaCl, | 0,05n $44 BaCl, 0,05 n +44 
MgCl, 0,05 n +44 MgCl, 0,05 n 444 





Die folgenden Fallungsversuche dienten einer Orientierung 
iiber die Frage nach der Entstehung von Lecithin-EiweiB- 
komplexen. Die schon erwahnte Niederschlagsbildung von 
Lecithin mit salzarmem Rinderserum findet ihre einfachste Er- 
klarung in der Annahme der Bildung von unldslichen Lecithin- 
Globulinkomplexen, die durch Neutralsalzzusatz in Lésung ge- 
halten werden kénnen. Als diese Fillung hemmende Grenz- 
konzentration ergab sich (siche Tab. X) fiir NH,Cl 0,04 n, die, 
wie weitere Versuche zeigten (siehe Tab. XI), in weiten Grenzen 
von dem Verhiltnis Lecithin-Rinderserum unabhingig ist. 

Die iibrigens quantitativ nicht leicht zu entscheidende 
Frage, ob es zur Bildung von Lecithin-Albuminkomplexen 
kommt, versuchten wir auf folgendem Wege zu beantworten. 
Es wurde zunachst die mit Sicherheit reines Lecithin in ver- 
schiedenen Verdiinnungen fallende Bariumsalzkonzentration er- 
mittelt. 
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Tabelle X. Tabelle XI. 


1,5cem1,5°/,ige Lecithinemulsion _1,5°/,ige Lecithinemuls. + Rinderserum 
+ 3,5ccom Rinderserum-—+-5cem -+- 0,04n-NH,Cl. 10 com Gesamtvolum. 
NH,Cl-Lésung. Fallungsresultat Fallungsresultat nach 24°, 

nach 24. - EER 
1 cane ieiaae eens come: peers Lecithin \s 
Salzkonzentration Resultat ecm Resutins 


0,00 n +++ 0,5 
0,01 n +44 1,0 
0,02 n +44 1,5 
0,03 n 2,0 
0,04 n _ 2,5 
0,05 n 3,0 
0,1 n 3,5 
0,3 n 4,0 
0,5 n 4,5 0,5 











SERIE ES 





Es zeigte sich, daB von 0,05n an alle Konzentrationen 
von Ba(NO,), Lecithin quantitativ fallen. Diese Fallung wird 
durch anwesendes Eiwei8 und Alkalisalz (siehe Tab. XII) nicht 
gehindert. In einer folgenden Versuchsreihe (siehe Tab. XIII) 
wurden nun Lecithin und Rinderserum in einem Verhiltnisse, 
das von 1:9 bis 9:1 variierte, mit globulinlésendem Alkalisalz 
(0,04 n-NH,Cl) und der sicher fallenden 0,1 n-Ba(NO,),-Lésung 
versetzt. Uberall trat flockige Fallung auf. Von den ent- 
standenen Niederschliigen wurde abfiltriert, die Filtrate halb- 
verdinnt und mit konzentrierter HNO, unterschichtet. In 
allen Proben entstanden positive EiweiBreaktionen, wobei die 
Ringe bloB entsprechend dem variierenden EiweiBgehalt an 
Miachtigkeit sich unterschieden. 


Tabelle XII. Tabelle XIII. 
1,5 ccm 1,5°/,ige Lecithinemulsion 1,5°/,ige Lecithinemulsion +- Rin- 
+ 3,5 ccm Rinderserum + 5 ccm  derserum ++ 0,04 n-NH,Cl-+- 0,1 n- 


(0. 04 n-NH,C! + Ba(NO,),]. Ba(NO,),. 10 com Gesamtvolum. 
strat. _cubeonct nach 24°, Fallungsresultat nach 24°. 





Senadblthtion von | Resultat Lecithin Resultat 
Ba(N Os)s a com 








0,00 n 0,5 +++ 
0,01 n 1,0 444+ 
0,02 n | 1,5 aaeea 
0,03 n - 2,0 +44 
0,04 n ! 2,5 +++ 
0,05 n | 3,0 +++ 
0,075 n 3,5 + et 
0,1 n | 4,0 +++ 

4,5 | +++ 
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Ein Anzeichen fiir eine Bildung von Lecithin-Albumin- 
komplexen selbst bei bedeutendem Uberschu8 des Lecithins 
(9:1) konnte nicht gefunden werden. Die von André Mayer’) 
beobachteten Lecithin-Eiwei8komplexe widersprechen unseren 
Beobachtungen nicht, da sie sich nur auf das Zusammen- 
bringen von elektropositivem Albumin mit Lecithin bezichen. 
Wir miissen itibrigens ausdriicklich hervorheben, daB unsere 
Versuche nicht gegen eine geringgradige Bindung von neutralem 
Albumin an das Lecithin sprechen, sondern nur gegen die Re- 
aktion einer erheblicheren EiweiBmenge mit dem Lecithin 
unter den von uns gewahlten Versuchsbedingungen. 

Endlich sei noch erwahnt, daB Salze imstande sind, den 
Niederschlag einer Saure-Lecithin-Rinderserummischung zu 
lésen, ebenso wie sie den Niederschlag aufhellen, den Siauren 
im reinen Lecithin hervorrufen: 

Wir versetzten eine Mischung aus 2,5 ccm einer 1,5°/,igen 
Lecithinemulsion und 2,5 ccm einer ca. 2°/,igen RS-Lésung 
mit 5ccm ®/,,-HCl, so daB die ganze Mischung einer 0,05 n- 
HCl entsprach; dabei wurde die Filiissigkeit unhomogen, aber 
der entstandene Niederschlag léste sich wieder, wenn wir 0,04 n- 
Na,SO,, NH,SCN oder Ba(NO,), zufiigten. 

SchlieBlich seien noch Beispiele aus einer Anzahl von 
Versuchen erwahnt, die sich mit der Viscositét von Laugen- 
Lecithin-Rinderserummischung befassen mit entsprechender 
Variation aller drei Komponenten. Die graphischen Dar- 
stellungen in Fig. 1, 2 und 3 bieten einen guten Uberblick 
iiber diese Versuche. 

Kurz zusammengefa8t lautet das Ergebnis dieser Viscosi- 
tatsbestimmungen folgendermafen: mit steigendem Lecithin- 
gehalt wichst die innere Reibung von LaugeneiweiB; ebenso 
wachst die Viscositét von Laugenlecithin mit steigendem Ei- 
weiBgehalt und desgleichen die von LecithineiweiB mit steigen- 
der Laugenkonzentration. Im ganzen und groBen verrat, kon- 
form den obigen Fallungsversuchen (Tab. XIII), das Verhalten 
von LecithineiweiBmischungen keine Besonderheiten, die auf 
die Bildung von neuen Komplexen aus beiden Komponenten 

1) André Mayer und E. F. Terroine, Untersuchungen iiber die 


kolloiden Komplexe der Albuminoide und Lipoide. I. Die Lecithalbumine 
sind kolloide Komplexe. Compt. rend. Soc. Biol. 62, 398, 1907 
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Tabelle XIV. 
Lecithinemulsion A: t) == 385. Versuchstemperatur: 37° C. 





| 
Normalitat’ 


_e Konz. des 
\© Lecithins 


1.07% RS, 
0007n NaOH 


e Konz. d 
Lecith 


= 
~—= 
o 


Q 
—) 
| a 


a 


~~ ss 
Anon 


ooo” — 


— 
-_ 
S 


tot 


oo"so 
Oo 


ol 
S 
to 


0,2 
M 

0,5 
0,5 





0,66% RS, 
2007nNa0H 





L ] 
02% a5% 
Lezithinemu/sion 


Fig. 2. 


08% 


Konz. d 


& o | 


Normalitat! 
der | ¢ 
NaOH | 
i . 


o 
~— 
= 


0,0067 | 400 
0,0067 | 439 


0,0067 | 422 
0,0067 462 1200 


— 0,0067 423 1099 
0,27 0,0067 | 434) 1124 
0,66 0,0067 446 | 1159 
1,07 0,0067 | 462 | 1200 


— 0,0067 401 1042 
0,66 0,0067 423 1098 


— 0,0067 451 1171 
0,66 0,0067 485 1260 


0,66 0,0067 423 1098 
0,66 0,0201 462 1200 


0,27 0,0067 434 1124 
0,27 0,0201 | 454 1179 


mit besonderen Eigen- 
schaftenschlieBenlieBen, 
sondern beide, Lecithin 
und Ejiwei8, wahren 
mehr oder weniger ihre 
Eigenschaften in der 
Mischung. Dafiir diirf- 
ten wir als Beleg viel- 
leicht auch  Berech- 
nungen aus  unseren 
Reibungsversuchen an- 
fiihren, nach denen die 
aus der Summe des 
NaOH -Lecithins und 
Rinderserum __ berech- 
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neten Werte immer kleiner waren als die beobachteten, so daB 
wir annehmen kénnen, daB die immer im Uberschu8 vorhandene 
NaOH sowohl vom Le- 

08% Lez, 


cithinalsauch vom Rin- | 0,009 » Na OH 
derserumgebundenwird. | 
In biochemischer . 


Hinsicht scheint uns von 

Interesse, daB die Ionen 

der Elektrolyte mit ihrer 

Funktion, das Globulin 

im Solzustande zu er- 

halten (Pauli?), zu- 

gleich die Rolle ver- 

binden, die Entstehung 

eines unldslichen Leci- 

thin-Globulinkomplexes’ | ' ; 

in den tierischen Saften G87 % Aint “0.66% 
Mmgerserum 

und wohl auch Geweben Fig. 3. 

hintanzuhalten. 


05% Lez., 
0,007 n WaGtt 





SchluBsitze. 


1. Lecithinemulsionen zeigen eine bedeutende Reibungs- 
erhéhung gegen Wasser; diese wird durch Zusatz von Elektro- 
lyten, sowohl Séuren, Basen als auch Salzen wieder herabgesetzt. 

2. Die durch Salzséure hervorgerufene Lecithinfallung kann 
durch Salze in Konzentrationen, die selbst nicht fallen, ge- 
hemmt werden. 

3. Indifferente Narkotica lassen die Reibung von Lecithin- 
emulsionen nahezu unverandert. 

4. Das in einem sehr elektrolytarmen Serum eben noch 
in Lésung gehaltene Globulin wird durch Lecithin gefallt. 
Diese Fallung wird durch Neutralsalze gehemmt. 

5. Dagegen lassen weder Fillungs- noch Viscosititsunter- 
suchungen eine Bildung von Kolloid-Komplexen aus Lecithin 
und neutralem Serumalbumin erkennen, wenn das Lecithin in 
Form einer Emulsion in Reaktion tritt. 


1) Die physikalischen Zustandsinderungen der Eiweibkorper. 
Pfliigers Archiv 78, 315, 1899. 





Uber die chemische und biologische Differenzierung der 
drei EiweiBkérper in der Kuh- und Frauenmilch. 
Von 
J. Bauer und St. Engel. 


(Aus der Akademischen Klinik fiir Kinderheilkunde in Diisseldorf.) 


(Eingegangen am 9. Januar 1911.) 


Die totale Trennung der 3 MilcheiweiBkérper: Casein, 
Albumin, Globulin ist bisher chemisch nur selten und biologisch 
noch niemals durchgefiihrt worden. 

Seit Sebelien!) im Jahre 1885 mit Sicherheit festgestellt hat, daB 
neben dem Casein noch 2 EiweiBkérper, ein Albumin und ein Globulin 
in der Molke vorhanden sind, hat man wohl von dieser Tatsache allgemein 
Notiz genommen, sich aber sonst nur wenig mit diesen Kérpern be- 
schaftigt. Man hat vielmehr meist nur das Casein fiir sich und hiervon 
getrennt den Gesamtkomplex der MolkeneiweiBkérper betrachtet. 

Die neueren Handbiicher der Biochemie (Oppenheimer) und der 
biochemischen Arbeitsmethoden (Abderhalden) legen hiervon Zeugnis 
ab. In wenigen Zeilen kann das Bekannte iiber das Lactalbumin und 
Lactoglobulin abgehandelt werden. Bei der Frauenmilch spez. ist iiber- 
haupt vom Albumin und Globulin noch nichts bekannt, nicht einmal 
ihr gegenseitiges Mengenverhiltnis. Uber diesen Punkt geben bei der 
Kuhmilch wenigstens einige Untersucher Daten an. Sie lehren, wie 
schon Sebelien erkannte, daB das Albumin reichlicher vorhanden 
ist als das Globulin. Vom Albumin ist weiter noch die elementare 
Zusammensetzung und die Krystallisierbarkeit gepriift worden. 


Bei den vorliegenden Untersuchungen*) wurden wir 
von mehreren Gesichtspunkten geleitet. Zunachst war uns 
daran gelegen, die chemischen Methoden der Trennung von 


1) Sebelien, Beitr. z. Kenntn. d. Eiwei8k. d. Kuhmilch. Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 9, 445, 1885. 

2) Ein Teil der Versuche wurde unter der Leitung der Verfasser 
von den Herren Philipp und Eufinger angestellt. Die beziigl. 
Dissertationen erscheinen demnichst, 
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Casein und Molke durch den biologischen Versuch auf ihre 
Vollstandigkeit und Brauchbarkeit zu priifen, und weiterhin 
wollten wir uns tiber die Verwandtschaft der einzelnen EiweiBb- 
kérper untereinander und mit denen des Blutes klar werden. 
Als notwendiges und natiirliches Bindeglied haben wir unter 
diesem Gesichtspunkt auch das Colostrum und seine Proteine 
in den Kreis der Betrachtungen gezogen. 


Chemische Trennung. Herstellung der EiweiSkoérper. 


Unsere erste Aufgabe muBte sein, die verschiedenen EiweiB- 
kérper isoliert voneinander zu gewinnen. Wir bedienten uns 
hierbei folgender Methodik: Das Casein wurde, wie es Engel’) 
fiir die Frauenmilch und auf seine Veranlassung Friedheim®) 
fiir andere Milcharten ausgearbeitet hat, so abgetrennt, daB zur 
Milch in 5facher Verdiinnung jene Menge "/,,-Essigsiure zu- 
gefiigt wurde, die eine komplette Fallung erzielt (ca. 60 bis 
80 ccm auf 100 ccm Kuhmilch). Auf diese Weise .erhielt man 
Casein und Molke. Das Casein wurde in der iiblichen Weise weiter 
verarbeitet und als Pulver aufbewahrt. Die Molken wurden 
zur Gewinnung von Albumin und Globulin benutzt. Um hierbei 
nicht mit allzu groBen Fliissigkeitsmengen operieren zu miissen 
(der EiweiSgehalt unverdiinnter Molken betraigt bei Kuh- 
milch wie bei Frauenmilch je nur knapp 0,5°/,), haben wir uns 
6fters mit Vorteil solcher Milch bedient, die laingere Zeit in 
gefrorenem Zustande aufbewahrt worden war. Nach dem Auf- 
tauen fallt ein Teil des Caseins spontan aus, der Rest laBt 
sich leichter, d. h. auch bei geringer Verdiinnung mit Hilfe 
von Essigséure abscheiden. 

Das Verfahren gestaltete sich so, daB die grébsten Casein- 
mengen zunachst durch ein Coliertuch zuriickgehalten wurden. 
Es restierte eine griinlich-gelbliche triibe Fliissigkeit. Sie wurde 
mit dem halben Volumen "/,,-Essigsiure versetzt und bis zum 
doppelten Volumen mit Wasser erginzt. Das Casein schied 
sich in groben Flocken aus. Durch ein Faltenfilter erhielt 
man sofort ein klares, stark lichtbrechendes, griinliches Filtrat. 


1) Engel, Eine einf. Meth zur quant. Abscheidg. usw. Diese 


Zeitschr. 14, 234, 1908. 
2) Friedheim, Uber die Stickstoffvert. i. d. Kuh-, Biiffel-, Ziegen-, 
Frauen- u. Eselsmilch usw. Diese Zeitechr. 19, 132, 1909. 
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Hieraus wurde nach vorangegangener Neutralisierung 
bis zur amphoteren Reaktion (gegen Lackmus) das Globulin 
mit MgSO, in Totalsaittigung oder (NH,),SO, in Halbsattigung 
ausgeschieden. Das nunmehr sich ergebende Filtrat war 
nicht mehr gefairbt, wohingegen das auf dem Filter sich 
sammelnde Gerinnsel 6fters deutlich braunlich tingiert war. 
Wir machen hierauf ausdriicklich aufmerksam, weil 
aus dieser Erfahrung hervorzugehen scheint, daB die 
Fairbung des Milchserums durch das darin enthaltene 
Globulin bedingt ist. 

Aus dem salzhaltigen Filtrat wurde das Albumin nach 
dem Vorgang von Sebelien durch Essigsiure gefallt. Es 
erwies sich hierbei — Vorversuche mit abgestuften Mengen — 
als zweckmaBig, fiir 100 ccm Filtrat 5 ccm 20°/,ige Essigsaéure 
zu nehmen. 

Die Globulinniederschlage wurden 3 mal umgefallt und teils 
dialysiert, teils, um das Ausfallen zu verhiiten, in der letzten 
salzhaltigen Lésung benutzt. Das Albumin wurde weder der 
Umfallung noch Dialyse unterworfen. 

Die geschilderte Darstellung der Proteine bezieht sich zu- 
naéchst auf die Kuhmilch, doch wurde mutatis mutandis das 
gleiche Verfahren im Prinzip auch beim Colostrum und bei 
der Frauenmilch angewendet. 

Albumin und Globulin wurden in Lésung aufbewahrt 
(eingefroren). Der Stickstofigehalt wurde nach Kjeldahl fest- 
gestellt. 

Das Ausgangsmaterial bei Kuh- und Frauenmilch war 
Mischmilch, teils frische, teils langere Zeit im gefrorenen Zu- 
stande aufbewahrte Milch. Das beniitzte Colostrum war 1 Stunde 
nach dem Kalben von einer 6 jahrigen Kuh ermolken, war hell- 
gelb, enthielt 5,25°/, Fett und 21,76°/, EiweiB. 

Sind wir nun berechtigt, die so gewonnenen Proteine als einheit- 
liche Kérper zu betrachten und sind wir auch berechtigt auszuschlieBen, 
daB etwa der eine EiweiBkérper durch den andern verunreinigt sei? Frihere 
Untersuchungen!) haben uns gelehrt, da® die Essigsiure offenbar nur 
schwer mit dem Casein Acidcasein bildet, ein Umstand, der daraus her- 
vorgeht, daB die Caseinniederschlige auch dann nicht in Auflésung 


1) Engel, Vergleichende Unters. ii. d. Verhalt. der Frauenmilch 
z. Saure u. Lab. Diese Zeitechr. 13, 89, 1908. 
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gehen, wenn man bei der Fillung die Siure iiberdosiert. Wir diirfen 
also annehmen, daB die klarfiltrierten Molken wirklich caseinfrei waren. 

Diese Feststellung ist deswegen so wichtig, weil der aus der Molke 
durch Halbsittigung mit Ammonsulfat ausgeschiedene K6rper sich ja 
besonders leicht mit Casein verunreinigen lieBe, weil auch dieses durch 
die gleiche Konzentration gefillt wird. Aber selbst wenn in die erste 
Molkenfraktion noch Casein hineingekommen sein sollte, so wird es durch 
die wiederholte Umfallung eliminiert. Fiir die Zugehérigkeit des ge- 
wonnenen Kérpers zu den Globulinen sprechen eine Anzahl von Eigen- 
schaften, die ihm innewohnten: 

1. Die Léslichkeit in 5 bis 10°/,igen Salzlésungen. 

2. Die Fahigkeit der Hitzekoagulation. 

3. Die Abscheidung eines schwerer ldéslichen Anteiles beim Dia- 
lysieren. 

4. Der Umstand, da8 der KGérper seine Léslichkeit sehr leicht verlor. 

Es ist somit der SchluB gestattet, daB der durch Halbsittigung 
aus der Molke gewonnene Kérper den Charakter eines Globulins hatte. 

Der durch Ganzsittigung gewonnene MolkeneiweiBkérper charakte- 
risierte sich als Albumin schon durch seine schwere Fillbarkeit und seine 
leichte Léslichkeit in Wasser. 

Es muB also entgegen immer wieder auftauchenden Meinungen 
daran festgehalten werden, daB in der Milch tatsachlich Albumin und 
Globulin enthalten ist. 


Biologische Trennung. 

Lassen sich die EiweiBkérper der Milch, die wir chemisch 
isoliert haben, auch biologisch differenzieren? Mit anderen 
Worten: entsprechen den chemischen Individuen auch _ bio- 
logische? 

Wenn wir uns diese Frage vorlegen, so miissen wir a priori 
daran zweifeln, wenn wir bedenken, daB wir ja sonst den EiweiB- 
antigenen Arteigenheit vindizieren, d. h. also Unterschiede nur 
zwischen den Proteinen verschiedener Arten anerkennen. Die 
einzelnen Eiwei8kérper der Milch gehéren aber alle derselben 
Art an. Schon Bordet aber hatte der Milch durch seine 
glinzende Entdeckung eine Sonderstellung angewiesen, und 
Hamburger’), der als erster die Frage der Differenzierung 
der einzelnen MilcheiweiBkérper anschnitt, hatte schon ge- 
glaubt, das Casein vom Albumin der Kuhmilch differenziert 
zu haben. Allerdings waren seine Resultate nicht eindeutig 


1) Hamburger, Biologisches iiber die EiweiBkérper der Kuh- 
milch usw. Wiener klin. Wochenschr. 1901, Nr. 49. 
Biochemische Zeitschrift Band 31. 4 
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ausgefallen. Deshalb hat J. Bauer’) dieses Problem auf- 
genommen: Auch er fand, daB sich das Casein von den EiweiB- 
kérpern der Molke biologisch trennen laBt. 

Wie laBt sich diese Tatsache mit der Annahme der Art- 
eigenheit vereinen? 

Wir wissen, da® alle Arteigenheit nur eine relative ist. 
Das geht schon daraus hervor, da das Antiserum gegen irgend 
ein SaugetiereiweiB bei gewisser Konzentration mit allen Séuge- 
tiereiweiBen noch eine Reaktion gibt (mamalian reaction). Des- 
halb wird bekanntlich bei der Ausiibung der forensischen Blutprobe 
nach Uhlenhuth-Wassermann verlangt, daB die betreffende 
zu untersuchende Blutfliissigkeit eine ungefihr bekannte EiweiB- 
konzentration von nicht unter 1:1000 besitzt. 

Wir kénnen demgem&8 nicht erwarten, daB verschiedene 
EiweiBkérper dersel ben Tierart sich biologisch absolut trennen 
lassen. Das Problem liegt vielmehr so: lassen die einzelnen 
Ejwei8k6rper desselben Tieres oder noch spezieller desselben Ge- 
webes trotz ihrer Artverwandtschaft noch Differenzen er- 
kennen? Das ist in der Tat der Fall, wie fiir den speziellen 
Fall der Milch von Bauer gezeigt worden ist. Bauer*) und 
noch detallierter sein Mitarbeiter Kollmeyer*) konnten den 
Nachweis erbringen, da8B sich die Caseine verschiedener Tier- 
arten weitgehend sowohl von den EiweifSstoffen der Molke wie 
von denen des Blutserums derselben Art abtrennen lassen. Die 
Scharfe der Differenz ist sogar eine so groBe, daB bei nahe 
verwandten Tierklassen die Caseine der verschiedenen Arten 
(Ziege, Kuh, Biiffel) sich weniger unterscheiden als das Casein 
und die Molken- bzw. SerumeiweiBstoffe derselben Art. Die 
besondere biologische Stellung des Caseins, die aus den an- 
gefiihrten Tatsachen erhellt und die iibrigens ein Analogon 
auch in gewissen biochemischen Besonderheiten dieses Kérpers 
findet, ist so ausgesprochen, daB die Differenzierung von Milch 
und Serum selbst bei den Milcharten gelingt, die, wie z. B. die 


1) J. Bauer, Zur Biologie der Milch. Verh. der Gesellsch. f. Kinder- 
heilk., Salzburg 1909. 

2) Bauer, Uber den Artcharakter der MilcheiweiBkérper. Berl. 
klin. Wochenschr. 1910, Nr. 18. 

3) Kollmeyer, Uber die biologische Differenzierung von Milch 
und Milcheiwei8kérpern. Zeitschr. f. Biol. 54. 
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Frauenmilch neben dem Casein, auch prozentual genommen, 
betrachtliche Mengen an Albumin und Globulin enthalten. So 
sagt Bauer (Il. c.): ,,Eine solche Trennung gelingt bis zu ge- 
wissem Grade zwischen Milch und Blutserum eines Tieres zu 
erzielen. Wenn auch diese Differenzierung nicht immer voll- 
standig zu erreichen ist, namentlich nicht bei den sogenannten 
Albuminmilchen, so ist sie doch quantitativ deutlich aus- 
gesprochen und praktisch darstellbar.“* Damit findet ein Zweifel 
von Bauereisen’') seine Erledigung. Dieser Autor, dem wir 
eine eingehende Studie iiber die biologische Differenzierung der 
Milch- und SerumeiweiBkérper des Menschen verdanken, hat 
mit Hilfe der Priacipitation ahnliche Befunde wie Bauer erhoben. 
Gleichwohl wundert er sich, daB Bauer die Trennung von 
Frauenmilch und Menschenserum gelungen ist. Er vermutet, 
da8 dieser Trennung der hohe Gehalt an Molkenproteinen ent- 
gegenstehen miiBte. Bauereisen beriicksichtigt eben nicht 
die oben angefiihrte Sonderstellung des Caseins. 

Ist es nun beim Casein — vermdge seiner biologischen Eigen- 
stellung — methodisch relativ einfach, seine Abtrennung von 
anderen EiweiBkérpern derselben Art zu vollziehen, so miissen 
bei minder groBen Dissonanzen die Versuchsbedingungen eben so 
gewahlt werden, daB kleinere Differenzen auch zum Vorschein 
kommen kénnen. Es empfiehlt sich daher hier von der 
Pracipitation Abstand zu nehmen und lieber die spezifischere 
Komplementbindung heranzuziehen, eine Methode, die natiirlich 
auch beim Arbeiten mit Casein ihre groBen Vorziige hat. 
Selbstverstandlich ist eine weitere Voraussetzung des Erfolges, 
daB man mit hochwertigen Antiseren arbeitet. 

Unter Beobachtung der angefiihrten Kautelen haben wir 
die Beziehungen zwischen Casein, Albumin und Globulin bei 
der Milch und beim Colostrum und auch wechselseitig zwischen 
Milch- und ColostraleiweiBkérpern gepriift. 


Kuhmilch, 


Die Tatsache, daB sich das Casein von dem Gesamtkomplex 
der MolkeneiweiBkérper differenzieren la4B8t, steht, wie oben 


“a 1) Bauereisen, Die Beziehungen zwischen dem EiweiB der Frauen- 
milch und dem Serumeiwei8 von Mutter und Kind. Habilit.-Schrift, 
Marburg, 1910. Arch. f. Gynak. 90. 

4* 
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gesagt, fest. Wie verhalt sich nun das Casein zum Albumin 
und Globulin einzeln. MHierin, wie tiberhaupt in all die zu 
priifenden Verhiltnisse genauen Einblick zu gewinnen, war 
natiirlich nur méglich, wenn man immer genau gleiche Mengen 
untereinander verglich. Die Konzentration der Eiweiblésungen 
wurde daher durch N-Bestimmung nach Kjeldah|! festgestellt. 
Durch Verdiinnung wurden dann samtliche in einem Versuch 
verwendeten Fliissigkeiten auf die gleiche Starke gebracht. 

I. Verhaltnis von Casein zu Albumin und Globulin. 
Ein Caseinantiserum reagiert naturgema® bis zu einer hoch- 
gradigen Verdiinnung mit Casein selber. Das entspricht friiheren 
Feststellungen. Mit den MolkeneiweiBkérpern hingegen erfolgt 
zwar auch eine Reaktion, jedoch erst bei ganz unverhaltnismaBig 
stirkeren Konzentrationen. Dabei ergibt sich aber weiter ein 
bemerkenswerter Unterschied zwischen dem Albumin und Globulin. 
Das letztere zeigt naimlich noch in starkerer Verdiinnung mit 
dem Caseinantiserum Komplementbindung wie das Albumin. 
Rangiert man also die MilcheiweiBk6érper nach ihrer 
Verwandtschaft miteinander, sokommt erst das Casein, 
weit von ihm entfernt das Globulin und zuletzt, 
nicht wesentlich weiter ab, das Albumin. Niaheres 
hieriiber noch bei der Frauenmilch, s. S. 62. 


Tabelle I. 
Hamolyse 
bei Einwirkung von 0,1 com Kuhmilch-Casein-Antiserum (50) 
auf 0,5°/,ige Eiwei8lésungen von 

















Verdiinnungen| Kuhmilch- _ Kuhmilch- | Kuhmileh- | Kuhmilch- 
(je 1 com) Casein =, Globulin Albumin | Molke 
1/, 0 0 | 0 | 0 
1/5 0 0 0 | 0 
Whe 0 0 | fastO | 0 
1/39 0 fastO |. méabig | 0 
Ves 0 Spur stark Spur 
4hies 0 wenig | komplett | maBig 
1/56 0 maBig | ~ fast komplett 
Ae maBig stark _ | komplett 
ios fast komplett | komplett i" 
7 2048 komplett ” | n ” 
” ” | ” } n 





II. Verhaltnis von Albumin zu Globulin und um- 
gekehrt. Hier war die Frage besonders interessant, ob sich 
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eine Differenzierung wiirde erzielen lassen. Ist es doch mit 
den bisherigen biologischen Methoden noch nicht sicher ge- 
lungen, Albumin und Globulin derselben Herkunft einwandfrei 
zu trennen, so da die Meinungen iiber diese Méglichkeit 
durchaus noch nicht geklart sind. Wir verweisen nur auf die 
diesbeziiglichen Ausfiihrungen von Uhlenhut und Weidanz in 
ihrem bekannten Buche.') Die Ausschlage in unseren Versuchen, 
wo das Problem zum ersten Male mit Hilfe der Komplement- 
-indungsmethode angegangen wurde, waren eindeutig. Die 
Antisera des Globulins reagierten in weit starkeren Verdiinnungen 
mit Globulin als mit Albumin und umgekehrt. Je nach der 
Wertigkeit der Antisera erhielten wir Unterschiede, die vom 10 
bis 1000fachen schwanken. 

Tabelle II. 

Haimolyse 


bei Einwirkung von Kuh-Colostrum-Albumin-Antiserum (93) 
0,05 ccm auf 0,5°/,ige EiweiBlésungen von 








— Kuhmilch- Kuhmilch- Kuhmilch- 
Verdiinnungen} “Albumin | — Globulin Casein 
1 0 0 wenig 
V/, 0 0 maBig 
Pr 0 0 stark 
1/, 0 0 fast komplett 
Wye 0 maBig komplett 
1/39 0 ” ” 
1/64 0 stark 
"/ies maBig ” ” 
1/o56 stark komplett . 
'/si9 komplett * " 
/ 1024 ” ! ” ” 





Fiir die Milch ist also hiermit bewiesen, daB alle drei 
konstituierenden EiweiBkérper sich biologisch deutlich differen- 
zieren lassen. Anzunehmen ist, daB die von uns herangezogene 
Methodik auch auf die Proteine anderer Gewebselemente und 
Gewebsfliissigkeiten mit Erfolg anwendbar ist. Damit sind 
neue Differenzierungsméglichkeiten fiir die Biologie gegeben, 
iiber deren wissenschaftliche und praktische Konsequenzen 
man erst spaiter wird ein Urteil abgeben kénnen. Jedoch sei 
hier wenigstens darauf hingewiesen, daB mit der Erkennt- 
nis von der biologischen Trennbarkeit an sich art- 


1) Uhlenhut und Weidanz, Praktische Anleitung zur Ausfiihrung 
des biologischen Eiweifdifferenzierungsverfahrens. Jena 1909. 
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gleicher EiweiBkérper die Méglichkeit in den Ge- 
sichtskreis tritt, daB ev. in einem Organismus durch 
von ihm selbst stammende Proteine Wirkungen aus- 
gelost werden kénnten, wie sie ahnlich sonst nur 
durch artfremde EiweiBkérper erzeugt werden. 


Tabelle III. 

Hamolyse 

bei Einwirkung von 0,05 com Kuhmilch-Globulin-Antiserum (162) auf 
0,6°/,ige EiweiBlésungen von 





Kuh- Kuhmilch- | Kuhmilch- 














Verdiinnungen Colostrum- : : 
8 Globulin Albumin Casein 

1/, 0 0 0 
1/4 0 0 fast 0 
"/s 0 0 | wenig 
"Nig 0 0 stark 
1/59 0 0 | fast komplett 
1/e4 0 maBbig | ” ” 
1/108 0 stark a a 
/es6 0 ‘4 komplett 
1/s19 0 ” ’ 
/ioes 0 fast komplett | a 
/eoas 0 komplett . 
1/4006 0 i 4 
/e192 0 ” 
1/16384 0 : ” 

32768 maBig ie ss 
/esss6 komplett ” | ” 

Tabelle IV. 
Hamolyse 


bei Einwirkung von Kuh-Colostrum-Globulin-Antiserum (92) 
0,03 com auf 0,04°/,ige EiweiBlésungen von 

















Kuh- Kuh- | Kuh- 
Verdiinnungen Colostrum- | Colostrum- Colostrum - 
Globulin Albumin Casein 
1 0 0 0 
V/s 0 0 Spur 
1/4 0 0 mabig 
1/y 0 0 stark 
Ihe 0 wenig | komplett 
/ 32 0 stark ” 
1/eg 0 fast komplett — - 
Iieos mabig komplett ss 
ase stark ” ” 
1/510 fast komplett 3 " 
0 komplett ‘ 7 





; 








ET TE 5 


Chem, u, biolog. Differenzier. d. EiweiBkorper i. d. Kuh- u. Frauenmilch. 55 


Ill. Verhaltnis von Albumin und Globulin zu 
Casein. Die Antisera des Lactalbumins und des Lactoglobu- 
lins reagierten wechselseitig mit den zugehdrigen Antigenen 
besser als mit dem Casein. Trotz der eben nachgewiesenen 
Trennbarkeit der beiden Molkenproteine erwies sich ihre Ver- 
wandtschaft untereinander doch gréBer als die mit dem Casein. 
Scheinbar paradoxerweise verhielten sich die Antisera des 
Albumins und Globulins in dieser Hinsicht ziemlich gleich, wie- 
wohl man doch hatte vermuten sollen, daB das Globulinanti- 
serum besser mit dem Casein reagieren wiirde wie das Albumin- 
antiserum. (Hierzu s. Tab. II bis IV.) 

IV. SchlieBlich wurde noch gepriift, wie die drei Milch- 
eiweiBkérper mit der Molke als Ganzes in Reaktion 
treten. Wie zu erwarten stand, verhielt sich das Casein rela- 
tiv refraktaér, wahrend Albumin und Globulin noch in staérkeren 
Verdiinnungen Komplementbindung gaben. 

Auffallig war dabei, daB8 Molkenantiserum mit Globulin 
etwas weiter als mit Albumin reagierte, wiewohl man doch 
nach MaBgabe des quantitativen Vorkommens das Gegenteil 
hatte vermuten sollen. 


Tabelle V. 


Hamolyse 
bei Einwirkung von 0,1 ccm Kuhmilch-Molken-Antiserum (161) 
auf 0,32°/,ige EiweiBlésungen von 








Verdiinnungen | Kvbhmilch- | Kuhmilch- | Kuhmilch- Kuhmilch- 
8 Molke | Globulin | Albumin Casein 
1 on _ — 0 
1/, ms aim 0 0 
vA 0 0 0 0 
1/, 0 0 0 wenig 
Whe 0 0 0 maBig 
7 0 0 0 stark 
VWe4 0 0 0 fast komplett 
Vros 0 0 fast 0 § komplett 
/e56 0 0 » 0 ” 
*/si2 0 oO | maBig ” 
1/1004 wenig | miabig stark a 
1/o048 stark | komplett komplett | e 
"/4o0e komplett Pa ;, » 
” ” ” ” 





Nimmt man hierzu noch, daB man durch die Injektion 
sehr schwacher Globulinlésungen dennoch sehr wirksame Anti- 
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sera erzeugen konnte, so gewinnt man den Eindruck, da 
das Globulin ein besserer Antikérperbildner ist als 
das Albumin. Es stiitzt das die Annahme, da auch 
das Serumglobulin der biologisch wirksamere Anteil des 
Serums ist. (L. Michaelis.) 

Kommen wir nun zu einer der anfanglich aufgeworfenen 
Fragen, namlich, ob die biologischen Methoden zur Kontrolle der 
chemischen Trennungsverfahren benutzt werden kénnen, insbe- 
sondere zur Priifung der Caseinfallung in der Milch, so ergibt 
sich, daB das wohl nur in beschranktem Umfange mdég- 
lich ist. Caseinantiserum reagiert ja auch mit den reinen Molken- 
proteinen. Demgemaé{ wird es im gegebenen Falle ohne ge- 
naueste quantitative Auswertung bei der Priifung einer Molke 
auf ihre Caseinfreiheit kaum méglich sein zu entscheiden, ob 
die Komplementablenkung nur auf die Molkenproteine oder 
auch noch auf Spuren von Casein zu beziehen ist, denn nur 
um Spuren kann es sich ja handeln. 


Colostrum. 


Fiir die EiweiBkérper des Colostrums gilt genau das gleiche 
wie fiir die der reifen Milch. Wir beschrinken uns daher auf 
die Wiedergabe der entsprechenden Tabellen (s. o.). 


Colostrum und Milch. 
Fiir die Genese der MolkeneiweiBkérper war es von der 
gréBten Wichtigkeit, sie mit denen des Colostrums zu _ver- 


gleichen. 

Die ColostrumeiweiBkérper wurden auf folgende Weise dar- 
gestellt. Das Sekret wurde 5fach verdiinnt und zu 300 ccm der Ver- 
diinnung 250 ccm Wasser und 50 ccm "/,,-Essigsiure zugefiigt. Das 
Casein wurde abfiltriert und in der iiblichen Weise weiter prapariert. 
Das Filtrat vom Casein war klar. 

Aus der Molke wurde das Globulin durch Halbsattigung mit AmSO, 
abgeschieden. Der Niederschlag wurde in schnell laufender Zentrifuge 
abfiltriert. Nachdem die iiberstehende Fliissigkeit abgegossen war, 
wurde sofort mit Wasser zur Hilfte aufgefiillt. Das Sediment léste 
sich alsbald. Nun wurde mit AmSO, (gesittigte Lésung) das Zentrifugen- 
glas gefallt und der entstehende Niederschlag wieder abzentrifugiert. 
Dieser ProzeB wurde noch 2mal wiederholt. Die letzte Lésung wurde 
benutzt. 

Das Albumin wurde wieder aus einem Filtrate von mit AmSO, 
halbgesattigter Molke durch Essigsiure abgeschieden. (Siehe 8S. 48.) 
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Von dem Casein’) wird angenommen, da8 es mit dem 
der Milch identisch sei, wahrend vom Globulin Tiemann®) 
glaubte feststellen zu kénnen, daB es von dem der Mileh 
differiere. Allerdings sind diese Angaben niemals nachgepriift 
worden. Unsere biologischen Versuche vermochten den ersten 
Befund zu erharten, traten aber in Widerspruch zu dem 
zweiten. Wir muften konstatieren, daB biologisch eine 
Differenzierung zwischen Milch- und Colostrum- 
proteinen nicht médglich war (s. Tab. II bis ITI). 

Wir wurden also zu dem Schlu8 gedringt, daB zum min- 
desten biologisch Milch- und Colostrumeiwei8kérper einheitlicher 
Natur sind. 


Milch, Colostrum und Blutserum. 

Die niachste Frage muBte nun die sein, wie stehen die 
MolkeneiweiBkérper der Milch und des Colostrums zu denen des 
Blutserums, ihrer Quelle. Friihere Versuche von Bauer’*) hatten 
schon die hohe Wahrscheinlichkeit gebracht, da8 die Proteine 
der Molke und des Serums sich biologisch nicht mehr differen- 
zieren lassen. Bauereisen hatte diesen Befund bestatigt. 
Wir gingen nunmehr dazu iiber, mit den isolierten Proteinen 
noch zu arbeiten und eine Stichprobe mit dem Globulin zu 
machen. Der Versuch ergab tatsiachlich die biologische 
Identitat der Globuline aus dem Serum, dem Colo- 
strum und der Milch. 


Tabelle VI. 

Hamolyse 

bei Einwirkung von Rinderserum-Globulin-Antiserum 0,1 ccm 
auf 0,19°/,ige EiweiBlésungen von 








: Kuh- ; 
a Rinderserum- Kuhmilch- 
Verdiinnungen . Colostrum- ; 
8 Globulin Globulin Globulin 
1/956 0 0 0 
512 0 0 0 
MWioss mabig maBig | maBig 
1/eoas fast komplett fast komplett stark 
0 komplett komplett komplett 





1) Sebelien, Zeitschr. f. physiol: Chem. 9, 448, 1885. 

2) Tiemann, ibid., 43, 282, 1898. 

*) Bauer, Zur Biologie der Milch. Verhdl. d. Ges. f. Kinderh., 
Salzburg 1909. 
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Tabelle VII. 
Hamolyse 
bei Einwirkung von Rinderserum-Globulin-Antiserum 0,1 cem 
auf 0,19°/,ige EiweiBlésungen von 





i Kuhmilch- Kuhmilch- Kuhmilch- 
Verdiinnungen Globulin Albumin Casein 
l 0 0 fast 0 
1/, 0 0 maBig 
1/, 0 0 ” 
1/, 0 0 stark 
he 0 0 ” 
1/30 0 0 komplett 
Wes 0 fast 0 pe 
aa 0 stark : 
1ese 0 komplett 99 
/s12 0 ” ’ 
*/ro2a fast 0 ” ” 
/ooas wenig ” ” 
komplett sd ia 





Damit sind wir zu dem Ergebnis gelangt, daB die Milch- 
driise zu allen Zeiten der Lactation Eiwei8kérper produziert, 
die sich durch die zurzeit empfindlichsten Methoden nicht von- 
einander differenzieren lassen, von denen man also mit Fug 
und Recht annehmen muB, daB sie identisch sind. Man kénnte 
ja wohl den Einwand erheben, und er muB sicherlich auch 
noch experimentell gepriift werden, da8 auch die Komplement- 
ablenkungsmethode nicht geniige, um verschiedene Globuline 
oder Albumin derselben Art voneinander zu scheiden. Nach- 
dem sich aber ergeben hat, daB Proteine verschiedener 
Arten trotz hochgradigster chemischer Ahnlichkeit biologisch 
scharf trennbar sind, daB weiter selbst chemisch so verwandte 
Kérper wie Albumin und Globulin derselben Art durch 
Komplementbindung exakt zu differenzieren gehen, miissen 
wir wohl das Versagen dieser Methode in unserem Falle zu- 
gunsten der wirklichen Identitaét der gepriiften Proteine ver- 
wenden diirfen. 


Zur Theorie der Milch- bzw. Colostralsekretion. 
Wenn wir an der Identitét des Albumins und Globulins 
von Milch, Colostrum und Serum festhalten, so gewinnen wir fiir 
die Theorie der Milch- und Colostralsekretion gewisse neue Unter- 
lagen. Zuniachst miiBte man folgern, daB es sich in beiden Fallen, 
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bei der Milch und bei dem Colostrum, um prinzipiell identische, 
wenn auch quantitativ verschiedene Prozesse handelt. 

Um diese Tatsache verstindlich zu finden mu8 man daran 
denken, daB die Milch ein Produkt sekretorischer und exkre- 
torischer Driisenfunktion ist, daB gewisse Bestandteile u. a. 
Molkenproteine, Harnstoff u. a. m. unverandert dem Blute ent- 
nommen und ausgeschieden werden. 

Der Unterschied zwischen Milch- und Colostrumbildung 
wiirde dann darin liegen, daB in dem einen Falle mehr die 
sekretorische, in dem andern die exkretorische Komponente 
der Driisentatigkeit im Vordergrunde steht. Es liegt nahe, 
den Grund hierfiir wiederum darin zu suchen, daB sich in 
der Colostralzeit Prozesse in der Brustdriise ab- 
spielen, die der Entziindung zum mindesten nicht 
fern stehen, eine Idee, die schon Bab') auf Grund morpho- 
logischer Studien ausgesprochen hat. Die chemische Zusammen- 
setzung des Colostrums spricht im gleichen Sinne. 

Ganz abgesehen davon, daB entziindete Membranen er- 
fahrungsgem4B fiir Eiwei8k6rper durchlissiger sind und daB sich 
also auf diese Weise der hohe EiweiSgehalt des Colostrums 
erklaren lieBe, kénnen wir ja alltaiglich eine Beobachtung 
machen, die fiir unsere Theorie geradezu die Dignitat eines 
von der Natur angestellten Experimentum crucis hat. Wenn nim- 
lich in der volllactierenden Brustdriise wirkliche Entziindungen 
auftreten, so wird ein Sekret geliefert, das morphologisch, 
chemisch und biologisch dem Colostrum iiberaus nahesteht. 

Wir erinnern daran, daB als erstes Kennzeichen der Mastitis 
reichliche Zellbestandteile auftreten, in dem MaBe, daB man 
dieses Phanomen der Diagnostik nutzbar gemacht hat (Troms- 
dorff). Hierzu steht in Parallele der Zellgehalt des Colo- 
strums. 

Wir weisen ferner darauf hin, da8 der Proteingehalt der 
Mastitismilch weit hdher ist als der der Milch, sich also auch dem 
des Colostrums niahert. Aber damit ist es noch nicht genug. 
Auch das Verhiltnis der einzelnen EiweiSkérper untereinander 
entspricht bei der Mastitis nicht mehr dem Typus der Milch, 


1) Bab, Die Colostrumbildung als physiolog. Analogon zu Ent- 
ziindungsvorgangen. Berlin 1904. 
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sondern dem des Colostrums, d.h. nicht das Casein, sondern 
die Menge des Albumins und Globulins ist stark angewachsen, 
und zwar vor allen Dingen die des Globulins. So finden wir 
unter den Zahlen von Sassenhagen folgende Werte fiir 
Colostrum und die Milch von gesunden und kranken Kiihen 
(Mastitis) : 





Mastitis I Mastitis II | Milch Colostrum 


GesamteiweiB .. - 5,475 4,785 —— — 





Albumin-+- Globulin .] 2,45 2,945 0,39 | 8,53 
Albumin. ...... 0,12 0,53 0.27 | 0,65 
6 od ae a 2,33 2,415 0,12 7, 


Die Tabelle zeigt instruktiv, eine wie groBe prinzipielle 
Ahnlichkeit hinsichtlich der Relation der Molken- 
proteine zwischen Mastitismilech und Colostralmilch 
herrscht. 

Was die biologischen gemeinsamen Charaktere der beiden 
letztgenannten Milcharten anbelangt, so weisen wir auf die 
Befunde von Bauer’) und seinem Mitarbeiter Sassenhagen®) 
hin. Diese Autoren stellten fest, da8 ein nennenswerter Ge- 
halt an Haptinen zwar nicht in normaler Milch, aber doch im 
Sekret der Tiere zu finden sei, die entweder eine Euterent- 
zindung hatten, oder in den ersten Tagen der Lactation sich 
befanden. 

Wir glauben berechtigt zu sein, in den angefiihrten Ver- 
wandtschaftszeichen zwischen Mastitismilch und Colostrum eine 
besonders starke Stiitze fiir die Anschauung zu finden, daB bei 
der Bildung des Colostrums sich Vorginge abspielen, die der 
Entziindung nahestehen. Wir machen diese letztere Ein- 
schrankung ganz mit Absicht, da ,,Entziindung“ zuniachst ein 


1) Bauer, Zur Biologie des Colostrums. Deutsche med. Wochen- 
schr. 1909. 

2) Bauer und Sassenhagen, Ein neues Verfahren zum Nach- 
weis der Mastitismilch. Med. Klinik 1909, Nr. 51. — Sassenhagen, 
Uber die biologischen Eigenschaften der Colostral- und Mastitismilch. 
Inaug.-Dissertation. Arch. f. Kinderheilk. 1910. 
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klinischer und anatomischer Begriff ist und sich ein diesbeziig- 
liches Substrat in der puerperalen Brustdriise nicht findet. 


Frauenmileh. 


Als wir daran gingen, die MolkeneiweiBkérper der Frauen- 
milch zu studieren, muSte uns zunichst die Frage beschaftigen, 
was fiir Proteine iiberhaupt in dieser Milchart zu finden sind. 
Niheres hieriiber ist noch nicht bekannt. Ein Unterschied gegen 
die Kuhmilch wurde seinerzeit von Wroblewski nur dahin 
aufgestellt, daB er in der Essigsiuremolke von Frauencasein 
einen EiweiSkérper in gréBeren Mengen annahm, der in der 
Kuhmilch nur in Spuren vorkéme und den er nach dem op- 
tischen Verhalten seiner Lésungen ,,Opalisin‘’ nannte. Wir 
muBten demgema&8 zuerst nachpriifen, ob etwa ein Koérper vom 
Charakter des Opalisins neben dem zu mutmafSenden Albumin 
und Globulin vorhanden sei. Die beziiglichen Vorarbeiten, iiber 
die demnichst berichtet werden wird, wurden von Engel 
(mit Eufinger’) ausgefiihrt. Sie brachten das Resultat, daB 
wohl ein Globulin und ein Albumin in der Frauen- 
milchmolke vorhanden sei, da8 aber ein drittes Pro- 
tein sich durch fraktionierte Fallung nicht darstellen 
1a8t. Weiterhin war es notwendig, auch iiber die Mengen- 
verhiltnisse des Albumins und Globulins eine Vorstellung zu 
gewinnen. Die hierauf gerichteten Versuche wurden von 
Engel*) vorgenommen. Sie brachten den interessanten Be- 
fund, daB das Verhaltnis des Albumins zum Globulin um- 
gekehrt ist wie in der Kuhmilch, daB namlich mehr Globulin 
wie Albumin vorhanden ist. 

Die Reindarstellung der Frauenmilchmolkenproteine voll- 
zog sich genau so, wie es oben fiir Kuhmilch angegeben ist, 
d. h. es wurde erst das Casein mit der Essigsiuremethode 
Engels*) abgeschieden und dann das Globulin aus der neu- 
tralisierten Molke durch Halbsattigung mit Ammonsulfat gefiallt. 
Auf die Darstellung des Albumins muBten wir leider verzichten, 
weil nur Spuren vorhanden waren. 


1) Noch nicht publiziert. 
2) Noch nicht publiziert. 
3) Engel, 1. c. 
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Verhaltnis von Casein zu Globulin und umgekehrt. 


Priifte man Globulinantisera mit Casein und Globulin, so 
ergab sich eine sehr starke spezifische Reaktion mit Globulin, 
eine sehr geringe mit Casein. Ein sehr wesentlicher Unterschied 
gegeniiber der Kuhmilch war nicht vorhanden. Wandte man 
die umgekehrte Versuchsanordnung an, d. h. stellte man Casein- 
Antisera gegen Casein und Globulin ein, so dokumentierte sich 
auch hier, wie schon friiher bei der Kuh-nilch, ein weit ge- 
ringerer Unterschied. Es erfolgte naimlich nicht nur mit dem 
Casein, sondern auch mit dem Globulin eine weitgehende Kom- 
plementbindung, wenn auch mit dem letzteren lingst nicht 
so stark wie mit dem ersteren. Da man das Entstehen von 
Verwandtschaftsreaktionen itiberhaupt durch die Multiplizitat 
der Receptoren erklirt, so miissen wir annehmen, da8 das 
Casein-Antiserum mehr Receptoren gegen Globulin enthalt als 
das Globulin-Antiserum deren gegen Casein. Offenbar mu8 man 
sich den Vorgang so vorstellen, da8 Casein und Globulin neben 
den fiir sie individuell charakteristischen Gruppen mit antigener 
Eigenschaft auch noch solche enthalten, die beiden gemeinsam 
sind, nur mit dem Unterschiede, daB das Casein daran eine 
gréBere Zahl wie das Globulin enthalt. Diese Annahme wiirde 
zwanglos erklaren, da8 ein Casein-Antiserum relativ starker wirk- 
sam sein mu gegen Globulin als ein Globulin-Antiserum gegen 
Casein. 

Tabelle VIII. 
Hamolyse 


von 0,1 ccm Frauenmilch-Globulin-Antiserum (196) auf 0,15°/,ige EiweiB- 
lésungen von 











" Frauenmilch- Frauenmilch- | Frauenmilch- 
Verdianangen Globulin Molke | Casein 
1 0 0 0 
1/, 0 0 | fast 0 
"Ie 0 0 wenig 
1/, 0 0 maBig 
146 0 fast 0 fast komplett 
1/39 0 wenig j ” ? 
1/64 0 maBig komplett 
ios 0 | : 
1/o56 fast 0 stark a 
1/519 stark fast komplett * 
1/s004 komplett komplett - 
0 ” ” | ” 
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Tabelle IX. 
Hamolyse 


von 0,1 ccm Frauenmilch-Casein-Antiserum (169) auf 0,0025 °/, ige 
EiweiBlésungen von 





—- Frauenmilch- Frauenmilch- Frauenmilch- 
Verdiinnungen Casein Globulin Molke 
1 0 0 0 
1/, 0 0 0 
1/, 0 0 0 
1/, 0 mabig stark 
1/316 0 | fast komplett fast komplett 
1/30 0 komplett komplett 
1/e4 wenig ss - 
/ 128 ” } 
lose maBig 
7 fast komplett 
0 komplett 





Auf die spezielle Priifung des Albumins muBten wir aus 
den oben angefiihrten Griinden verzichten. Nachdem sich aber 
bisher in den gegenseitigen Beziehungen von Casein und Glo- 
bulin analoge Resultate wie bei der Kuhmilch ergeben haben, 
liegt es nahe, auch fiir das Albumin der Frauenmilch das 
gleiche anzunehmen. Wir kommen daher zu folgenden Resultaten. 


SchluBsiatze. 
I. Zur allgemeinen EiweiBbiologie. 


1. Mittels der Komplementbindungsmethode 1a4Bt sich Al- 
bumin und Globulin derselben Art voneinander exakt trennen. 

2. Das Globulin ist biologisch wirksamer als das Albumin, 
d. h. es bildet besser Antikérper. 


II. Zur Biologie der MilcheiweiBkoérper. 


1. Die drei MilcheiweiBkérper Casein, Albumin und Glo- 
bulin lassen sich biologisch differenzieren. 

2. Das Globulin steht dem Casein niher als das Albumin. 

3. Globulin und Albumin sind trotz ihrer Differenzierbarkeit 
untereinander naher verwandt als mit dem Casein. 

4. Durch die, wenn auch entferntere Verwandtschaft des 
Caseins mit den Molkenproteinen ist die biologische Methode 
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nicht ohne weiteres fahig, die chemische Methode der Casein- 
fillung zu kontrollieren. 

5. Die Colostrumeiwei8k6rper verhalten sich untereinander 
wie die der Milch. 

6. Die ColostrumeiweiBkérper lassen sich biologisch von 
denen der Milch nicht trennen. 

7. Das gleiche gilt auch von den Proteinen des Blutserums 
gegeniiber denen der Molke aus Milch oder Colostrum. 

8. Globulin und Albumin aus Serum, Milch und Colostrum 


scheinen also identisch zu sein. 

9. Die EiweiBkérper der Frauenmilch, soweit sie gepriift 
wurden, d. h. also Casein und Globulin, verhalten sich unter- 
einander wie die der Kuhmilch. 
































Beitrige zur Kenntnis des Komplementes.') 
Von 
H. Braun. 


(Aus der bakteriologischen Abteilung des pathologischen Instituts der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 10. Januar 1911.) 


Das friiher von Ferrata’) im hiesigen Laboratorium geiibte 
Verfahren der Trennung der Komplementbestandteile durch 
Dialyse war zunichst das natiirlich gegebene, da es ja zur 
Aufkliarung der Tatsache angewandt worden war, daB die 
Komplementwirkung im salzarmen Medium unterbleibt. 

Wahrend Brand*) und Hecker‘) mit dieser Methode weiter- 
hin brauchbare Resultate erzielten, machten wir, wie auch 
andere Autoren, bei unseren Versuchen die Erfahrung, dab 
sich die Bedingungen der Versuche nicht vollstandig be- 
herrschen lassen. Neben gelungenen Versuchsreihen tauchten 
Stérungen aller Art auf. Bald erschien das Mittelstiick sehr 
stark abgeschwiacht, bald war die Trennung unvollstiindig, so 
da das Endstiick allein Komplementwirkung zeigte, bald traten 
in kiirzester Zeit die von Brand und Hecker beschriebenen 
Modifikationen des Mittelstiickes auf, durch deren Kenntnis 
diese beiden Forscher ein groBes Hindernis im Fortschritt auf 
diesem Gebiet beseitigt haben. Wir bemiihten uns vergebens, 
durch Anderung der Dialysiermembran (Schleicher und 
Schill), durch Innehaltung bestimmter Temperaturen, durch 
Beachtung bestimmter Dialysenzeiten, durch verschiedenartige 


1) Die Versuche sind auf Veranlassung von Prof. Morgenroth, 
unter Benutzung der diesem aus der Grifin Luise Bose-Stiftung be- 
willigten Mittel ausgefiihrt. 

2) Ferrata, Berl. klin. Wochenschr. 1907, Nr. 13. 

3) Brand, Berl. klin. Wochenschr. 1907, Nr. 34. 

4) Hecker, Arbeiten a. d. Inst. f. experim. Ther. 1907, Heft 3. 
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Vorbehandlung des Meerschweinchenserums konstante Resultate 
zu erhalten. 

Wie wenig die Methode der Dialyse hohen Anforderungen 
an Konstanz entspricht, ergibt sich aus einer kurzen Mitteilung 
von Ferrata und Carpani. Sie beobachteten — was wir 
allerdings niemals sahen —, daB nach langdauernder Dialyse 
die gesamte komplettierende Wirkung auf das Sediment, das 
sonst nur das Mittelstiick enthalt, iibergegangen ist. 

Sachs und Altmann’) versuchten zuerst mit Erfolg die 
Trennung zu erzielen, indem sie das Serum durch verdiinnte 
Salzsiure fallten. Auch hier sind die Versuchsbedingungen, 
die innegehalten werden miissen, auBerordentlich enge, und es 
erschien uns daher geraten, an ein schonenderes Verfahren an- 
zukniipfen, naémlich an die Ausfallung durch Einleitung von 
Kohlensaure, das zuerst von Liefmann”) verwendet worden ist. 

Nach zahlreichen Vorversuchen erkannten wir als optimal 
folgende Bedingungen: 

Das Serum wird im Verhialtnis 1:10 mit destilliertem 
Wasser verdiinnt, wobei eine leichte Triibung eintritt. Das zur 
Verdiinnung dienende Wasser sowie das Waschwasser, das 
spaiter zum Waschen des Niederschlages verwendet wird, ist 
auf 0° abgekiihlt, um Abschwachungen nach Modglichkeit zu 
vermeiden. 

Der Kohlensiaureniederschlag bietet gegeniiber dem _ bei 
der Dialyse erhaltenen den Vorteil der fast glatten Léslichkeit. 

Eine Umwandlung des Mittelstiickes in die Brandsche 
Modifikation findet bei einigermaBen raschem Arbeiten nicht 
statt, wie wir in zahlreichen vergleichenden Versuchen fest 
stellten. 

Trotzdem gingen wir bei der Priifung in der Regel so 
vor, daB wir zu den Blutkérperchen zuerst das Mittelstiick 
und erst nach *'/, bis 1 Stunde das Endstiick zusetzten. 

Wie sich aus unseren Protokollen ergibt, mu man auch 
hier Ofters mit einer Abschwaichung der komplettierenden 
Wirkung beider Komponenten rechnen, etwa auf die Halfte 
oder */, des urspriinglichen Wertes. Aber mit dieser Ein- 


1) Sachs und Altmann, Handb. d. Technik u. Methodik d. Im- 
munitatsforsch. Kraus-Levaditi, 2. 
2) Liefmann, Berl. klin. Wochenschr. 1908. 
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schrankung gibt das Verfahren, das den groBen Vorteil der 
Schnelligkeit hat, konstante Resultate. 

Unser Verfahren gestaltet sich im Detail folgendermaBen: 

Frisches Meerschweinchenserum wird im Glaskolben mit der zehn- 
fachen Menge eiskalten destillierten Wassers yemischt und danach 
Kohlenséure aus einer Bombe eingeleitet. Die in einigen Augenblicken 
entstehende Triibung erreicht bald ihr Maximum, und durch sofort sich 
anschlieBendes kurzes Zentrifugieren erhailt man eine Abtrennung des 
Niederschlages von der klaren Fliissigkeit. Beide Anteile werden nun 
gesondert behandelt. Die Fliissigkeit, deren Reaktion stets deutlich 
sauer ist, wird durch ein doppeltes gehirtetes Papierfilter filtriert, um 
jede Spur fester Teilchen zu vermeiden, die sich beim AbgieBen vom 
Niederschlag beimengen konnten, und dann nochmals mit Kohlenséure 
behandelt, um der Vollstaindigkeit der Ausfillung sicher zu sein. Durch 
entsprechenden Zusatz von 10°/,iger Kochsalzlésung wird die Fliissigkeit 
auf den physiologischen Salzgehalt gebracht, 6fters kraftig geschiittelt 
und in einem weiten offenen GefiBe im Eisschrank einige Zeit stehen 
gelassen, um die Kohlensaéure zu vertreiben. 

Der Niederschlag wird zunachst in einem vielfachen Multiplum 
eiskalten destillierten Wassers aufgeschwemmt und zentrifugiert. Diese 
Prozedur wird wiederholt, so daB also eine 2malige Waschung erfolgt. 
Bis zur Verwendung und endgiiltigen Lésung in physiologischer Koch- 
salzlésung wird der Niederschlag auf Eis aufbewahrt. Zur Auflésung in 
Kochsalzlésung nehmen wir von derselben stets das Doppelte der Serum- 
menge, welcher der Niederschlag entspricht, weil die Schnelligkeit der 
Lésung dadurch geférdert wird. Werden mit dieser so erhaltenen 
Mittelstiicklésung Bindungsversuche ausgefiihrt, so wird dieselbe zuvor 
durch Papier klar filtriert. 


Im Anschlu8 an die Beschreibung unserer Methodik 
méchten wir einige Bemerkungen hinzufiigen iiber die von 
Brand und Hecker beschriebene Modifikation des Mittel- 
stiickes in Kochsalzlésung, die auch wir zu beobachten Ge- 
legenheit hatten, und die wir uns gegebenen Falles absichtlich 
dann erzeugten, wenn das Mittelstiick sensibilisiertes Blut auf- 
léste, was bei der Kohlenséiuremethode hie und da zu _ be- 
obachten ist. Unter sonst gleichen Bedingungen gelingt ein- 
mal die Trennung des Komplementes vollstandig, wahrend 
andere Male, besonders bei hohem Amboceptorgehalt, das 
Mittelstiick allein lést. Ist es aber einige Stunden in Koch- 
salzlésung aufbewahrt worden, dann verliert es diese Eigenschaft. 

Wir miissen ausdriicklich betonen, da8 wir uns bei unseren 
Versuchen auBerst selten dieser Modifiation des Mittelstiickes 


bedienten und dann dies stets im Protokolle vermerkten. 
5* 
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Versuch lI. 
(18. VE. 10.) 

Am 15. VI. wurden 5,0 ccm frischen Meerschweinchenserums in 
Endstiick und Mittelstiick gespalten. Dieses wurde in 10,0 ccm Koch- 
salzlésung gelést, und beide Komponenten sind auf Komplettierbarkeit 
untersucht worden. 

Nachher wurden sie im Frigo bis zum 18. VI. aufbewahrt, um 
nochmals untersucht zu werden. 

Ziegen-Kaninchen-Amboceptor vom 23. IV. 1 fachlés. Dos. ==0,25"/ 9 9- 
Verwendet wurden 0,251/,9) — 10fach lés. Dos, 

Ziegenblut 5°/,, 2mal gewaschen. 


Versuch am 18. VI. 
I. Il. Endstiick und Mittelstiick fiir sich allein mit und ohne 
Amboceptor: keine Hamolyse. 
Ill. Endstiick + Mittelstiick gleichzeitig: 





1. 1,0 Endstiick + 0,2 Mittelstiick (— 0,1 Ser.) wenig 
2. 0,5 » +01 (0,05 ,, ) $e Spur 
3. 0,3 - + 0,64/16 (=0,03 ,,) >} 9H Spiirchen 
4, 0,2 » +0,43/,5 (—0,02 ,,) ]4+ gelb 
5.01 . +024, ,, (001 ,,)}* — 0, gelblich 
6. wie 1.ohne Amboc. 0, gelblich 
i; a - 0 
a a o 0 


IV. Endstiick eine !/, Stunde nach dem Mittelstiick zugesetzt. 
Versuchsanordnung wie III. 


1. 1,0 Endstiick +0,2 Mittelstiick (— 0,1 Ser.)) | kompl. Lés. 

2. 0,5 » +01 e (=0,05 ,,)/ 8s " m 

3. 0,3 - + 0,61/15 (0,03 ,, ) > 8 kompl. Lés., Schleier 
4. 0,2 » +%, « (0,02 ,, IF + miaBbig 
5.01 4 +0245 (—0,01 ,, )J* gelblich 

6. wie 1. ohne Amboc. gelblich 

i i? 2B @ ‘ 0 

ia Mess ve 0 


V. Endstiick und Mittelstiick sofort nach der Darstellung am 
15. VI. untersucht. Endstiick gleichzeitig mit dem Mittelstiick zugesetzt. 


Versuchsanordnung wie III. 
1. kompl. Lés. 


9 
am « » Schleier 
4. maBig 

5. gelb 


6. gelb, Kuppe 
7. gelblich, Zone 
8. 0 
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Resultat: Aus dieser Versuchsanordnung geht hervor, daB das 
Mittelstiick, in Kochsalzlésung aufbewahrt, derart verindert wurde, daB 
es mit dem Endstiick erst dann wirksam reagierte, wenn ihm Gelegen- 
heit geboten wurde, mit dem sensibilisierten Blute eine kurze Zeit zuvor 
in Reaktion zu treten. 


Versuch 2. 
(15. VI.) 

5,0 cem frischen Meerschweinchenserums in Endstiick und Mittel- 
stiick gespalten. Das Mittelstiick in 10,0 ccm physiologischer Kochsalz- 
lésung gelést. Am vorhergehenden Tage (14. VI.) dargestelltes Endstiick 
und in Kochsalzlésung aufgeléstes Mittelstiick, die im Eiswasser auf- 
bewahrt waren, wurden zum Versuch herangezogen. Es sind also vor- 
handen: 

1. Endstiick vom 14. VI. (Endstiick alt), 
2. Mittelstiick ,, 14. ,, (Mittelstiick alt), 
3. Endstiick ,, 15. ,, (Endstiick frisch), 
4. Mittelstiick ,, 15. ,, (Mittelstiick frisch). 

I. Il. Endstiick (frisch) und Mittelstiick (frisch) fiir sich 
allein mit und ohne Amboceptor: keine Hamolyse. 

Ill. IV. Endstiick (alt) und Mittelstiick (alt) fiir sich allein 
mit und ohne Amboceptor: keine Hamolyse. 

V. Endstiick (frisch) gleichzeitig mit dem Mittelstiick (frisch) 
+ sensibiliertes Blut. 





1. 1,0 Endstiick + 0,2 Mittelstiick (— 0,1 Ser.) ; kompl. Los. 
2.05 » +01 »  (=006 ,, |g - ™ - 

3. 0,3 — $OBNae tn (=0,03 ,,) $i fast kompl. Lés. 
4. 0,2 » 0th, -« (= 0,02 ,, )| “+ miBbig 
5.01 » +0245 »  (=001,,)) 7 Spiirchen 

6. wie 1. ohne Amboc. Spur 
a ee ee ” 

GS «ak a ™ Spirchen 


VI. Endstiick (alt) 1/, Stunde nach Mittelstiick (alt) zugesetzt. 
Versuchsanordnung dieselbe wie in V. 
1. fast kompl. Lés. 
2. wenig 
3. Spur 
4. gelblich 
5. 0 
6. 0, Zone 
i 
8. 0, Zénchen 
VII. Endstiick (alt) 1/, Stunde nach Mittelstiick (frisch). 
Wie Reihe V. 


At eR 





Ssh NP SR le 2 
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1. kompl. Lés. 
S&S 6s ” 
3. fast kompl. Los. 
4 sehr stark 
5, Spiirchen 
6. gelblich, Zonchen 
7. 0 
8. 0 
VIII. Endstiick (frisch) 1/, Stunde nach Mittelstiick (alt) 
zugesetzt, Wie Reihe V. 
1 fast kompl. Los. 
2. stark 
3. Spur 
4, gelblich 
5, 0 
6. gelblich, Kuppe 
7 0, Kuppe 
8, 0, Zénchen 
IX. Die Untersuchung des Endstiicks (alt) und Mittelstucks 
(alt) am Tage ihrer Darstellung (14. VI.) ergab: 
IXa, Endstiick allem mit und ohne Amboceptor: Keine 
Hamolyse. 
IXb, Mittelstiick allein mit und ohne Amboceptor untersucht 
. 0,5 Mittelstiick (— 0,25 Ser.) mit Amboc. fast kompl. Lés. 


1 
2. 0,25 = (= @I95 ,) wx - wenig 
3. 0,1 GES » ) n - gelblich 


. wie 1. gelblich 


4 
5. ,, 2. $ ohne Amboceptor = 
Sw © ” 
1Xc. Endstick und Mittelstiick gleichzeitig zugesetzt. Wie 
Reihe V. 
. kompl. Lés. 
9 
3. fast kompl. Los. 
4. ” ” 
5. wenig 
6. wenig 
7. Spur 
8. gelblich 
Resultat. Das Endstiick erfihrt, wenn es lingere Zeit in Koch- 
salzlésung aufbewahrt wird, keine Abschwichung. Das in Kochsalzlésung 
langere Zeit aufbewahrte Mittelstiick erweist sich dagegen, wenn das End- 
stiick kurz nach diesem zugesetzt wird, in seiner Wirkung vermindert. 
Bei der von uns angewandten Methode, bei der wir das 


Mittelstiick unmittelbar vor dem Versuche herstellten, konnten 
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wir eine Veranderung des Mittelstiickes nicht nachweisen. Zahl- 
reiche vergleichende Versuche, von denen wir einen unter 
Versuch 3 anfiihren, zeigten uns keine Differenz in der Himo- 
lysewirkung nach dem zu verschiedener Zeit erfolgten Zusatze 
von Endstiick. Nie sahen wir eine Verstiirkung der Hamolyse, 
wenn das Endstiick statt sofort erst nach 1 oder 2 Stunden 
zugesetzt wurde. Dagegen beobachteten wir einmal — und 
wir fiihren deshalb das betreffende Protokoll (Versuch 4) aus- 
fiihrlich an — eine deutliche Abschwaichuug der Hiamolyse 
nach 2 Stunden im Vergleich zu derjenigen nach sofortigem 
Endstiickzusatz. Es liegt die Annahme nahe, daB wahrend der 
angefiihrten Zeit eine Umwandlung des Mittelstiickes statt- 
gefunden hatte, diese muf aber anderer Art gewesen sein als 
die von Brand und Hecker beschriebene. 


Versuch 3. 
(12. VIII. 10.) 

5,0 ccm frischen Meerschweinchenserums wurden in Endstiick und 
Mittelstiick gespalten. Das Mittelstiick ist in 10,0 com Kochsalzlésung un- 
mittelbar vor Anstellung des Versuches aufgelést worden. 

Ziegenblut 5°/5, 2mal gewaschen. 

Ziegen-Kaninchen-Amboceptor vom 23. IV. 1 fach lés. Dos. 0,25'/; 90 
Verwendet 0,251/,99 = 10fach lds. Dos. 

Endstiick wurde zu verschiedenen Zeiten nach dem Mittelstiick zu- 
gesetzt, und zwar 

A. sofort 

B. nach !/, Stunde 
GS «3 ‘a 

D. ,, 2 Stunden 

I. II. Endstiick und Mittelstiick mit und ohne Amboceptor geprift, 

zeigen keine Hamolyse. 

A. Endstiick gleichzeitig zugesetzt. 
. 1,0 Endstiick + 0,2 Mittelst. (Endst.+ Mittelst. —0,1 Ser.) 
0,5 a +0,1 ” ( ” + ” =0,05 ” ) ” 
0,3 " +0645. ( » + =0,03,, )}$ sehr stark 
0,2 = +0,44/19, ( 5» +. =0,02 ,, ) Spur 
0,1 re +0,24/19, (oy + =0,01,, ) gelblich 
. wie 1. ohne Amboc. gelblich 
2. . ry ” 
3. is 


SAIS AAP w= 


Cc» I ” 
D. ,, 2 Stunden 
Resultat: Keine Verstirkung der Himolyse nach spiterem End- 
stiickzusatz. 


B. nach 3/, Stunde 
wie A 








bo 
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Versuch 4. 
(14. VI. 10.) 


5,0 ecm frischen Meerschweinchenserums in Endstiick und Mittel- 
stuck gespalten. Das letztere in 10,0 ccm physiologischer Kochsalz- 
losung gelost. 


Ziegenblut 5°/,, 2mal gewaschen. 
Amboceptor vom 23. IV. lfach lés. Dos. = 0,251/,999. Werwendet 
wurden 0,25!/,99 = 10fach lés. Dos. 


Das Endstiick ist zu verschiedenen Zeiten nach dem Mittelstiick 
zugesetzt worden, und zwar: 


A. gleichzeitig 

B. nach '/, Stunde 
GK. « 3 

D. ,, 2 Stunden 


I. Endstiick zeigt mit und ohne Amboceptor keine Hamolyse. 


II. Mittelstiick auf Hamolyse gepriift. 


6 8 


> em 


. 0,5 Mittelstiick (= 0,25 Ser.) mit Amboc. fast kompl. Lés. 


0,25 - (=0,125,,) ” wenig 
0,1 Pa me so DP os ‘i gelblich 
wie 1. ohne Amboc. gelblich 


’ ” 
3 
” ° bad ” 


A. Endstiick gleichzeitig mit dem Mittelstiick zugesetzt: 


1. 1,0 Endstiick + 0,2 Mittelst. (Endst. + Mittelst.—0,1Ser.))5 kompl. Lés. 
2, 0,5 6 «. Ge #4 0,05,,) | ,, ‘ 
3. 0,3 +0,61/19,, ( » + 0,03 ,, ) 8 f. kompl. Lés. 
4. 0,2 +0,41/15,. ( + 0,02 ,, ) § a 

5. 0,1 +0,21/19,, ( + 0,01 ., )J+ wenig 

6. wie 1. ohne Amboc. wenig 

% 2. Spur 

8. 3 gelblich 


” 


B. Endstiick nach 1/, Stunde nach Mittelstiick zugesetzt. Versuchs- 
anordnung wie A. 


1. kompl. Lés. 

2. ” - 

3. fast kompl. Lés. 
4, stark 

5 wenig 


6. wenig 
7. gelblich 
8. 


” 
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C. Endstiick 1 Stunde nach dem Mittelstiick zugesetzt. Versuchs- 
anordnung wie A. 


1. kompl. Lés. 
2. fast kompl. Lés. 
3 sehr stark 

4, wenig 

5 gelblich 

6. gelb 

as gelblich 

8. - 


D. Endstiick 2 Stunden nach dem Mittelstiick zugesetzt. Versuchis- 
anordnung wie A. 


1. kompl. Lés., Schleier 

2 sehr stark 

3. wenig 

4 ” 

5 gelblich 

6. gelblich 

7 is 

8. 9 

IV. Das native Meerschweinchenserum als Komplement. 

1. 1,01/,5 mit Amboc. komp!. Lés. 
2. O6%/s5 + ‘o - 9 
3. 0,34/19 . ” kompl, Lés., Schleier 
4. 0.24/19 5, 95 fast kompl. Lés. 
5. O,14/io 5» i sehr stark 
6. 1,01/;9 ohne Amboc. Zone 


Resultat: Wiahrend des 2stiindigen Aufenthaltes im Brutschrank 
ist das Mittelstiick alteriert worden. 

Wir hatten diese Versuche zur Kontrolle ausgefiihrt, da 
fiir quantitatives Arbeiten eine unkontrollierbare Umwandlung 
eine groBe Fehlerquelle bedeuten wiirde. Doch spielt diese, 
wie die Versuche zeigen, bei unserer Methodik keine Rolle. 


I. 


Unser Bestreben war zuniachst darauf gerichtet, die quanti- 
tativen Verhaltnisse zwischen Mittelstiick und Endstiick im 
Meerschweinchenserum zu untersuchen, um dadurch eine 
Basis fiir die Beurteilung anderer Sera zu gewinnen. 

Wir gingen davon aus, und fanden dies auch durch die 
Ergebnisse unserer Versuche bestatigt, daB die Auffassung, der 


eae: nee siemens. Yoho 


as 
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auch die unter Leitung Morgenroths entstandene Arbeit von 
Ferrata folgte, daB namlich die bei der Trennung resul- 
tierenden Anteile sich im genuinen Serum wirklich 
als eine Einheit, das Komplement, darstellen, nicht 
frei von einem gewissen Vorurteil ist. Geht man ganz 
unbefangen an die Betrachtung heran, so kann man die 
Moglichkeit nicht von der Hand weisen, daB das ,,Komplement‘ 
als solches tiberhaupt nicht existiert und daB die Funktionen, 
die man bisher dem Komplement zuschrieb, gemeinschaft- 
liche Funktionen des von Brand sogenannten Mittelstiickes 
und Endstiickes darstellen. Auch Liefmann und Cohn’) haben 
schon beiliufig die Vermutung ausgesprochen, daB im nativen 
Serum die beiden Komponenten getrennt nebeneinander vor- 
handen sind. Der EntwicklungsprozeB, der sich hier vollzieht, 
ist ganz analog demjenigen, dem nach Entdeckung der Ambo- 
ceptoren der Buchnersche Begriff des Alexins unterlag. Auch 
danach muBten die cytolytischen Vorgainge, die zunachst auf 
der Wirkung einer einheitlichen Substanz zu beruhen schienen, 
auf zwei wesentlich verschiedene Substanzen zuriickgefiihrt 
werden. Es ist jedenfalls bis auf weiteres giinstiger fiir eine 
unbefangene Erforschung des Komplements, wenn man das 
Mittelstiick und Endstiick als von Anfang an getrennte und 
auch getrennt wirkende Faktoren ansieht. Um nicht eine 
unnotige Komplikation der Terminologie zu schaffen, behalten 
wir die Bezeichnung Mittelstiick und Endstiick bei, obwohl 
wir nicht glauben, daf fiir die Annahme der von Brand und 
Hecker vertretenen Anschauung iiber die Beziehungen zwischen 
beiden zwingende Griinde vorliegen. 

Unsere Aufmerksamkeit war vor allem darauf gerichtet, 
zu untersuchen, ob normalerweise die beiden Komponenten 
stets in aquivalenten Verhaltnissen vorkommen, oder ob die 
eine derselben isoliert oder wenigstens in bedeutendem relativem 
Oberschu8 zu finden ist. In unlésbarem Zusammenhang da- 
mit steht die gleichzeitig anzuschneidende Frage, ob Mittel- 
stiick resp. Endstiick verschiedener Spezies sich gegenseitig 
vertreten k6nnen. 


1) Liefmann und Cohn, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 6, Nr 1, 2/3; 
7, Ne. 6; 8, Ne. 1. 
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Prinzipiell ist diese Frage von Landsteiner’), Lief- 
mann und Guggenheimer’®)*) bejahend beantwortet worden, 
und auch wir finden das, soweit unsere Untersuchungen reichen, 
bestatigt. Unabhangig ist auch Marks*) zu analogen Ergebnissen 
gelangt. Diese Autoren haben aber keine quantitativ-ver- 
gleichenden Untersuchungen angestellt. 

Man darf sich nicht verhehlen, daB8 die Grundlagen fiir 
quantitative Versuche keine besonders exakten sind. 

Bringt man bei Meerschweinchenserum, nachdem man sich 
in der angegebenen Weise Lésungen von Mittelstiick und End- 
stiick gesondert hergestellt hat, die beiden Komponenten zu- 
sammen unter Anwendung von 5 Amboceptoreinheiten, so sieht 
man, da8 die urspriingliche Komplementwirkung nicht mehr 
erhalten ist. In III. der nachfolgenden Tabelle (Versuch 5) ist 
eine Einstellung des genuinen Meerschweinchenserums enthalten; 
0,03 ccm fiihren zur kompletten Lésung. 

Mischt man, wie es in IV geschieht, die beiden Anteile 
so, daB die Gemische bestimmten Mengen des urspriinglichen 
Serums entsprechen, so stimmt die komplettlésende Dosis mit 
0,05 des Komplements iiberein. Die Reihen V und VI zeigen 
nun, da8 bei einem UberschuB an Endstiick (entsprechend 
0,1 ccm urspriinglichen Serums) der zur vollstandigen Himolyse 
notwendige Bedarf an Mittelstiick sinkt, namlich auf eine Menge, 
die 0,025 Serum entspricht. Analog ist das Verhiltnis bei der 
umgekehrten Versuchsanordnung in der Reihe VI. Ahnliche 
Ergebnisse zeigen auch die weiteren Versuche, in denen 20 bis 
50 Amboceptoreinheiten in Anwendung kamen (Versuch 5 bis 8). 
Zu ahnlichen Resultaten gelangten auch Liefmann und Cohn. 
Man darf wohl aus den Versuchen 5 bis 8, in denen sich Beziehungen 
zwischen den beiden Komponenten ergeben, die mit den von 
Morgenroth und Sachs beschriebenen quantitativen Be- 
ziehungen zwischen Amboceptor und Komplement Ahnlichkeit 

1) Landsteiner, Centralbl. f. Bakt., Ref. Abt. I, 47. 

2) Nachtrag zur Korrektur. Die interessanten Untersuchungen 
von Guggenheimer sind wahrend der Drucklegung unserer Publikation 
erschienen und konnten daher nicht die gebiihrende Beriicksichtigung 
finden. Das gleiche gilt von der Arbeit von Marks (Zeitschr. f. Immuni- 
tatsforsch. 8, Nr. 4). 


3) H. Guggenheimer, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 8, Nr. 3. 
4) H. R. Marks, Zeitschr. f. Immunititsforsch. 8, Nr. 4. 
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haben, den SchluB ziehen, daB im Meerschweinchenserum Mittel- 


stiick und Endstiick in einigermaBen aquivalentem Verhaltnis 
vorhanden sind. Eine richtige Beleuchtung erhalt diese funk- 


tionelle Messung erst durch die Verhiltnisse, wie sie sich bei 
Sera anderer Tierspezies ergeben. 


Versuch 5. 
(21. IV. 10.) 

4,0 com frischen Meerschweinchenserums wurden in Endstiick und 
Mittelstiick gespalten. Mittelstiick in 8,0 ccm physiologischer Kochsalz- 
lésung gelést. Ziegenblut 5°/5, 2mal gewaschen. 

Ziegen-Kaninchen-Amboceptor vom 23. IV. 1 fach lés. Dos. 0,51); 990. 
Verwendet wurden 0,25!/199 5fach lds. Dos. 

Das Endstiick ist eine halbe Stunde nach dem Mittelstiick zu- 
gesetzt worden. 

I. Endstiick allein mit und ohne Amboceptor gepriift: 


1. 2,0 Endst. (—0,2Ser.) + 0,0 Kslg. +0,25!/,5),Amb.+1,0 Blut sehr schwach 


gelbl. (Aggl.) 
(0,1 ,, )+1,0 ,, + - + , do. 


3.2.0 , (=0,2,, )+0,25,, + 0 + gelblich 
4.10 , (=O, )+1,25,, + 0 > ~ ‘ 


II. Mittelstick allein mit und ohne Amboceptor auf Himo- 
lyse gepriift: 
1. 0,4 Mittelst. (—0,2Ser.) + 1,6 Kslg. +0,251/, 99 Amb.+1,0 Blut Spur(Aggl.) 
RO2 « (=0,1 , )+18 » + ” + » gelbl.( ,, ) 
3.0.1 , (=005,.)419 . + , + — a 


:GA wv +185 , + 0 + 0 
SOS + 2,05 , + 0 + 0 

. 0,1 o» +2,15 , + 0 + 0 

III. Das native Meerschweinchenserum als Komplement: 

. 1,01/,, Serum + 1,0 Kslg. +0,251/,99 Amboc. +1,0 Blut kompl. Lés. 
2.0,54/ » +15 » + - ” 

3. 0.33/19 » +17 » + »  Schleier 

- 0,219 +18 ,, + » ’ sehr stark 
§.0,14%/5 » j+¢1,9 . + wenig 
— 


6. 1.01/49 +125 ,, 0,0 + ,  Kuppe 
— +2,0 ,, +0,251/:9, Amboc.+ 0(Agglutination) 
_ + 2,25 ” + 0,0 + 0 


IV. In der folgenden Versuchsreihe wurde das Endstiick mit dem 
Mittelstiick in Mengen zusammengetan, die den Komplementmengen 
in IIL. entsprechen. 

‘Das Endstiick wurde !/, Stunde nach dem Mittelstiick zugesetzt. 
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, 0,2 Mittelstiick (— 0,1 Ser.) + 0,8 Kslg. 

+ 0251/39, Amb. + 1,0 Blut. + 1,0 Endstiick (—- 0,1 Ser.) komp!. Lés. 

. 0,1 Mittelstiick (—0,05Ser.) + 1,4 Kslg. 
+ 0,251/;99 Amb. + 1,0 Blut 

3. 0,61/,9 Mittelst. (—-0,03Ser.) + 1,1 Kslg. 
+ 0,251/;99 Amb. + 1,0 Blut 

. 0,41/;9 Mittelst. (—-0,02Ser.) + 1,4 Kslg. 
+ 0,251/19, Amb. + 1,0 Blut 

5. 0.21/49 Mittelst. (— 0,01 Ser.) + 1,7 Kslg. 
+ 0,25 1/199 Amb. + 1,0 Blut 


+05 ; (0,05 ., ) 
+ 0,3 (= 0,03 ,, ) sehr stark 


+ 0,2 ; (== 0,02 ,, ) stark 


1/, Stunde bei 37° 


+ 0,1 (=0,01 ,, ) Spur 


> wie I. + 1,05 Kslg. + 0+ 1,0 Blut +1,0 me gelbl., Zone 
2. +165 ,, +0+ , + 0,5 a gelblich 
2 +1,35 , +0+ = ,, + 0,3 “ 








’, Konstante Mengen von Endstiick und absteigende Quantitaéten von Mittelstiick. 

. 0,2 Mittelstiick (— 0,1 Ser.) + 0,8 Kslg. 

+0,25!'/15, Amb. + 1,0 Blut. + 1,0 Endstiick (—-0,1Ser.) kompl. Los. 

2. 0,1 Mittelstiick (— 0,05Ser.) + 0,9 Kslg. 
+ 0,251/,9, Amb. + 1,0 Blut 

3. 0,05 Mittelst. (- - 0,025 Ser.) + 0,95 Kslg. 
+ 0,251/,5, Amb. + 1,0 Blut 

. 0,02 Mittelst. (—- 0,01 Ser.) + 0,8 Kslg. 
+ 0,251/199 Amb. + 1,0 Blut 

0,01 Mittelst. (<= 0,005 Ser.) + 0,9 Kslg. 
+ 0,251/,9, Amb. + 1,0 Blut 


+ 


» 


sehr stark 


1/, Stunde bei 37° 


mabig 


i. Wie |, + 1,05 Kslg. + 0,0 + 1,0 Blut ‘ Kuppe 
2 +11 , +0+ , " = 
3. + 1,2 » + O+ pa ” Zone 


VI. Konstante Mittelstiickmenge mit absteigender Quantitaét von Endstiick. 

. 0,2 Mittelstiick (— 0,1 Ser.) + 0,8 Kslg. 

+ 0,251/19, Amb.+ 1,0 Blut... + 1,0 Endst. (—=0,1Ser.) kompl. Los. 

2. 0,2 Mittelstiick (— 0,1 Ser.) + 1,3 Kslg. 

+ 0,251/;99 Amb. +1,0 Blut. +05 (665 ,, ) 

. 0,2 Mittelstiick (— 0,1 Ser.) + 1,55 Kslg. 
+ 0,251%/; 99 Amb. + 1,0 Blut 

. 0,2 Mittelstiick (— 0,1 Ser.) + 1,7 Kslg. 
+ 0,251/, 99 Amb. + 1,0 Blut 

. 0,2 Mittelstiick (— 0,1 Ser.) +1,75 Kslg. 
+ 0,251/; 99 Amb. + 1,0 Blut 


. 0,2 Mittelstiick (— 0,1 Ser.)+1,05 Kslg. 
+ — +10Blut ... + 1,0 Zone 
. 0,2 Mittelstiick (— 0,1Ser.) + 1,55 Kslg. 
+ —_— +10Blut ... + 0,5 gelblich 
. 0,2 Mittelstiick (— 0,1 Ser.) + 1,8 Kslg. 
+ _— +1,0Blut ... +0,25 , 


7° 


+ 0,25 0,025,, ) », Schleier 
+ 0,1 0,01 ,, ) sehr stark 


+ 0,05 0,005 ,, ) maBig 


1/, Stunde bei 3 
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Resultat: Das Komplement ist durch die Spaltung auf ein Drittel 
der urspriinglichen Wirkung abgeschwicht. 

Endstiick und Mittelstiick ersetzen sich gegenseitig bei 
der Hamolyse. 


Versuch 6. 
(20. VII. 10.) 
Derselbe Versuch wie 5. Endstiick und Mittelstiick aus frischem 
Meerschweinchenserum dargestellt. 
Amboceptor vom 14. VII. Ifach 1lés. Dos. 0,51/;999. Verwendet 
wurde 0,11/199 = 20fach lés. Dos. 
I. und II. Endstiick und Mittelstiick zeigen mit und ohne Ambo- 
ceptor keine Hamolyse. 
III. Meerschweinchenserum als Komplement. Versuchsanordnung 
wie Vers. 5, IIT. 


1. 1,01/,9 Ser. kompl. Lés. 
€ 1/ 

” —— * 1+ Amboceptor si ” 
3. 0,35/r9 + + Blut 9 » 
4. 0,24/19 5, fast ,, a 
5. O14 re wenig 

6. 1,01/,, ohne Amboc. 0 

7. 0,11/;, Amboc. 0 

8. Blut allein 0 


IV. Endstiick und Mittelstiick in Mengen, die den Komplement- 
mengen in Reihe III entsprechen. (Wie Vers. 5, IV.) 


1. 0,2 Mittelstiick + 1,0 Endstiick (—0,1 Ser.)) . kompl. Lés. 
2. 0,1 - + 0,5 . (0,05 ,, ) Sx a ie 
3. 0,64/r9 +0,3 i (= 0,03 ,, )} 84 - ~” 
4. 0,451» +02 , (=0,02,, ) oo stark 
5. O24/r— » +0,1 = (—0,01 ,, ) gelb 

6. wie 1. ohne Amboc. gelblich 
 e¢ & < os ” 
a oe sé 4) 


V. Konstante Mengen von Endstiick und absteigende von Mittel- 
stiick. (Wie Vers. 5, V.) 


1. 0,2 Mittelst. (— 0,1 Ser.) + 1,0 Endst. (0,1 Meerschw.-Ser.) ) = kompl. Lés. 
2.01 ,  (=0,05,)+ . |: ee 
3. 0,05 ,, (—0,025,, )+ ~ c - ” 
4.002 , (=001,)+  ,, [i miBig 
5. 0,01 ,, (—0,005,,)+ _,, <= wenig 
6. wie 1. ohne Amboc. gelblich, Zone 
> ~~ = & - ” ” 


oa) 
ad 
MH 
° 
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VI. Konstante Mittelstiickmenge mit absteigender Quantitat von 
Endstiick. 


1, 0,2 Mittelstiick (=. 0,1 Ser.) + 1,0 Endstiick (— 0,1 Ser.))5 kompl. Lés. 
2. " +05 . O86.) «» » 
3. Z +025 ,, (=0,025,,)}¢ fast, —,, 
4. “a + 0,1 » OOl .)is wenig 

5. ee +0,05 ,, (=0,005,,)J} — gelblich 

6. wie 1. ohne Amboc. gelblich 
© “ae es ~ 9» 

aS wa» & w ‘i 


Resultat: I. Das gespaltene Komplement erscheint dem nativen 
gegeniiber nur wenig abgeschwiacht. 
IT. 1. 0,21/,9 Mittelstiick + 0,1 Endstiick: keine Hiaimolyse (gelb) 
2. 0,22/16 - + 1,0 ii maBige  ,, 
3. 0,2 com i + 0,1 - wenig = 
Mittelstiick und Endstiick kénnen sich also gegenseitig 
ersetzen. Insbesondere kann durch gréBere Endstiickmengen 
die Lésung verstarkt werden. 


Versuch 7. 
(21. VI. 10.) 
10,0 ccm frischen Meerschweinchenserums in Endstiick und Mittel- 
stiick gespalten. Mittelstiick in 20,0 com Kochsalzlésung gelist. 
Versuchanordnung wie im Versuch 5 mit der Ausnahme, da® das 
Endstiick eine Stunde nach dem Mittelstiick zugesetzt wurde. 
Amboceptor vom 14. VII. lfach lés. Dos. 0,51/,999. Verwendet 
wurde 0,11/,99 == 20fach lés. Dos. 
Gesamtvolumen 3,1 com. Versuchsanordnung wie Versuch 5. 
I. Endstiick allein mit und ohne Amboceptor gepriift: 


1. 2,0 Endstiick mit Amboc. gelblich, (Aggl.) 


2. 1,0 ” ” ” ” ” 

3. 2,0 Endstiick ohne Amboc. (7) 

4. 1,0 - os 4) 

II. Mittelstiick allein mit und ohne Amboceptor gepriift. 

1. 0,4 Mittelstiick mit Amboc. Spur 
2. 0,2 a in iat gelblich 
3. 0,1 r» " " 0 
4. 0,4 Mittelstiick ohne Amboc. 0 
5. 0,2 00 r» ” 0 
6. 0,1 io %» ” 0 


III. Das native Meerschweinchenserum als Komplement. (Wie 
Vers. 5, III.) 
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1. 1,01/;9 Meerschweinchenserum kompl. Lés. 
2. 0,51/ ” 

3 0.3) “ Amboc. 

eee Blut “4 gave 
4. 0,21/,5 fast kompl. Lés. 
5. O,1'/i5 m } miBig 

6. 1,01/)9 gelblich 

7. —0,11/,5 Amboc. allein 0, Aggl. 

8. — Blut allein Q 


IV. Endstiick plus Mittelstiick in Mengen, die den Komplement- 
mengen in Reihe III entsprechen. 
Endstiick eine Stunde nach dem Mittelstiick zugesetzt. 





1. 0,2 Mittelstiick + 1,0 Endstiick (— 0,1 Kompl.) kompl. Lés. 
2. 0,1 ” + 0,5 ‘a C=G55 « 3 mit a ” 

3. 0,64/,9 5 + 0,3 9 (— 0,03 ,, )¢ Amboc. _ sehr stark 
4. O44 sy ss + 0,2 m (— 0,02 ,, )] und Blut maBig 

5. O24 re 1 + 0,1 i=—Be » gelblich 

6. Ww ie l ae 1,0 ro gelblich, Kuppe 
7 2 + 0,5 ohne sehr achwach 

me > - f Amboc. gelbl., Zénchen 
es: ie + 0,3 sehr schw. gelb! 


V. Konstante Mengen von Endstiick und absteigende Quantitaten 
von Mittelstiick. 











1. 0,2 Mittelstiick (—- 0,1 Ser.) + 1,0 Endst. (— 0,1 Ser.))= kompl. Lés. 
2» 01 (0,05 ., )+ e . 

3. 0,05 (— 0,025 ,, )+ Le a m 
1. 0,02 (=0,01 ,, )+ |: stark 
5. 0,01 (-— 0,005 ., ) + , maBig 


6. wie 1. ohne Amboc. 
” > 
‘ ee 
& «= 


VI. Konstante Mittelstiickmenge mit absteigender 
Endstiick. 


1. 0,2 Mittelstiick (0,1 Ser.) + 1,0 Endstiick (— 0,1 Ser.) 
3. - + 0,5 (—@666. . ) 
3. - +0,25 ., (=0,025,, ) 
4. + 0,1 (— Q01 ,, ) 
5, * + 0,05 (== 0,005 ,, ) 


6. wie 1. ohne Amboc. 
7 ” > ” 


2. 
SB ww hw 


Resultat: I. Das gespaltene Komplemert ist auf }, 
lichen Wertes abgeschwicht. 

1. 0,21/;)9 Mittelstiick + 0,1 Endstiick: keine Hamolyse 

2. 0,2 4/19 * +1,0 ™ starke 

3. 0,2 com a + 0,1 ‘ie wenig 


gelblich, Zone 
gelblich,Zénchen 


Quantitat von 


kompl. Lés. 
sehr stark 
wenig 
gelblich 


+- Amboe.+ Blut 


gelblich, Kuppe 
gelblich 
0 


/, des urspriing- 


” 
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Versuch 8. 

(21. VII. 10.) 
Analoge Versuchsanordnung wie im Versuch 5. 
Ziegenblut 5°/5, 2mal gewaschen. 


Ziegenblut-Kaninchen-Amboceptor vom 23. IV. (lfach lés. Dos. 


0,51/,900). Verwendet wurden 0,251/,, = 50fach lés. Dos. 
I. Endstiick allein mit und ohne Amboceptor: 
1, 2,0 Endstiick (— 0,2 Ser.) mit Amboe. gelblich 
2. 1,0 os (=02 «.)} »o» - - 
3. 2,0 - ohne _e,, a 
4. 1,0 a » ” ” 
Il. Mittelstiick allein mit und ohne Amboceptor: 


1. 0,4 Mittelstiick (—0,2 Ser.) mit Amboc. méaBig 
2. 0,2 pes GuQi « }. x ie wenig 
3 @&2 “s (= O86. ) x ‘ gelblich 
4. wie 1. ohne Amboc. 0 
a . Be = - 0 
G& ww» K wan e 0 
III. Natives Meerschweinchenserum als Komplement: 
1. 1,02/,;9 Meerschweinchen kompl. Los. 
& S0"\e ~ -+ Amboc. ‘ m 
3. 0,3" ho ” | Blut ae 
4. 0,21/1 - kompl. Lés., Schleier 
5. 0,14/10 = maBig 
6. 1,01/15 a ohne Amboc. sehr schw. gelblich 
7. Amboc. allein 0 


8. Blut i 0 


IV. Endstiick und Mittelstiick in Mengen, die den Komplement- 


mengen in III entsprechen. 


Biochemische Zeitschrift Band 31. : 


1. 0,2 Mittelstiick + 1,0 Endstiick (—0,1 Ser.) kompl. Lés. 
2. 0,1 ” + 0,5 - (=Gee .. ) ”” ” 
cr, . +6 .« ee) dye f. kompl. Lés. 
4. 0,45 » +02 «, #(=0,02 ,,) stark 
5. O25 » +01 £4» (=001 ,,) Spiirchen 
6. wie 1. ohne Amboceptor ——* 
7. » @ 0 
& «= 0 

V. Endstiick konstant, Mittelstiick absteigend. 
1. 0,2 Mittelstiick (— 0,1 Ser.)+1,0 Endstiick (— 0,1 Ser.)) 3 kompl. Los 
2. 0,1 " (=O05.)019 . €@1 0 . ~ 
3.005 ,, =0,025,,)+10 , (=O, ,,) ws a 
4. 0,02 - (0,01 ,, )+1,0 a (=@O1 ,) § sehr stark 
5. 0,01 os (= 0,005 ,, )+1,0 ~ (=0,1 » )j+ maBbig 
6. wie 1. gelblich, Zone 
7... gelblich 
a «7 





Bahr erie git nearness a 





oe 
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VI. Endstiick absteigend, Mittelstiick konstant: 


1. 0,2 Mittelstiick (— 0,1 Ser.)+ 1,0 Endstiick (— 0,1 Ser.))3 kompl. Lés. 
2. 0,2 . +5 . (=O 2). -« . 
3. 0,2 Pm +0,25 ,, (= 0,025 ,, ) 8 - ; 
4. 0,2 ™ +0,1 * O81 . } &§ maBig 
5. 0,2 a +0,05 ,, (- 0,005,, )J4 sehr wenig 
6. wie 1. gelblich 
ae | io 

a. = = 0 


Resultat: I. Gespaltenes Komplement stark abgeschwicht. 
Il. 1. 0,21/,9 Mittelstiick + 0,1 com Endstiick: Spiirchen Hamolyse 
2. 0,24/10 Be +1,0 ,, ‘ sehr starke __,, 
3. 0,2 ccm o" +0,1 ,, - maBige 
Endstiick und Mittelstiick kénnen vikariierend fiir ein- 
ander eintreten. Endstiick vermag dies in hGherem Grade als 
Mittelstiick. 


Eine Ausdehnung der Untersuchungen auf Sera anderer Tier- 
spezies erschien schon deshalb notwendig, weil sich die bisherigen 
Studien mit Ausnahme einiger kurz mitgeteilter Versuche von Lief - 
mann, Landsteiner, Guggenheimer ausschlieBlich auf das 
Meerschweinchenserum beschrankt haben, das auch zweifellos 
besonders fiir die Begriindung der Methodik das weitaus giinstigste 
Objekt darstellt. Nachdem sich, wie aus den folgenden Ver- 
suchen ersichtlich ist, gezeigt hatte, daB Endstiick und Mittel- 
stiick verschiedener Tierspezies (Meerschweinchen-Kaninchen) 
vikariierend fiir einander eintreten kénnen, konnte man sich 
der Komponenten des Meerschweinchenserums bedienen, um mit 
Hilfe derselben die korrespondierenden Komponenten anderer 
Sera festzustellen. Hierzu war es nicht jedesmal notwendig, 
Mittelstiick und Endstiick der zu untersuchenden Sera isoliert 
darzustellen, sondern, wie weiterhin ersichtlich ist, geniigte es, 
durch einfache Erganzungsversuche das Vorhandensein der einen 
der beiden Komponenten zur Anschauung zu bringen. 

Eine Ausnahme machten wir nur mit dem Kaninchen- 
serum. Wir untersuchten dieses unter Verwendung des ge- 
wohnten Amboceptors, indem wir, wie beim Meerschweinchen- 
serum, das Mittelstiick durch Kohlensiurefaillung, das Endstiick 
aber, um die starke Verdiinnung desselben zu vermeiden, nebst- 
dem noch durch Dialyse gewannen. Wir lassen nun die Pro- 
tokolle unserer beiden Versuche folgen. 
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Versuch 9. 
(25. VI. 10.) 


6,0 ccm frischen Kaninchenserums wurden 
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im Fischblasen- 


kondom 24 Stunden gegen destilliertes Wasser dialysiert, filtriert und 

das Filtrat (= 8,0 com) mit 10°/,iger Kochsalzlésung isotonisch gemacht 

und als ,,Kaninchenendstiick durch Dialyse gewonnen‘: verwendet. 
5,0ccm Kaninchenserum wurden mittels Kohlenséure in Mittel- 


stiick und Endstiick gespalten. 


Das Mittelstiick wurde in 10,0 ccm physiologischer Kochsalzlésung 


gelost. 


Gleichzeitig ist frisches Meerschweinchenserum (15,0 com) mittels 


Kohlensaure in Mittelstiick und Endstiick gespalten 
stiick wurde in 30,0 com Kochsalzlésung geldst. 


worden. Das Mittel- 


Das Endstiick ist im folgenden Versuche 4/, Stunde nach dem 


Mittelstiick zugesetzt worden. 


Ziegen-Kaninchen-Amboceptor vom 23. 1V. lfach lds. Dos. 0,51/;990- 


In Anwendung kam 0,251/39) = 5fach los. Dos. 
Ziegenblat 5°/,, 2mal gewaschen. 


1. Priifung der Endstiicke auf Hamolyse: 





0 Endstiick + 0,0 0 Kslg. + +0 25/100 Amboo. 
ae eae ee ae eee 
. 1,0 Endstiick + 1,0 Kslg. + 0,25 ‘hee 4 Amboc. 
+1,0 Blut . 


3. 2,0 Endstiick + 0,25 Kslg. + 0,0 + 1,0 Blut . 
4. 1,0 + 1,25 + 0,0 + 1,0 


” ” ” 


IJ. Priifung der Mittelstiicke auf Hamolyse: 








1. 0,5 Mittelstiick + 1,5 Kslg. + 0,251/,9) Amboc. 
ee ee ee 

. 0,25 Mittelstiick + 1,75 Kslg. +0,25 ios Aeshen, 
ic it, hh a a oe eee ee eee 

0,1 Mittelstiick + 1,9 Kslg. + 0,251/,59 Amboc. 
EM @ 5% x, eho tel ow 


0,5 Mittelstiick + 1,75 Kslg. + 0,0+ 1,0 Blut . 
0,25 + 2,0 + 0,0 + 1,0 
. 0,1 + 2,15 + 0,0 + 1,0 


3. 


lh 


a 


” ” 


” 


_ = A) ) | S z 
22:3 5 | ub : 
fe23| “= | 38 
ages| §3 | 368 
Rated Bn hE ; 
ee “y 
gelbl.  gelbl. | gelbl. . 

n |» 
Meer- cae 
schwein- _Kaninchen- 
chenmittel- | mittelstiick 
stick | 

maBig gelblich 

Spur . 
gelblich ” 
n 

” nv 
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III. Priifung der nativen 




















eatin Kaninchen 

1. 1,01/,,5 Serum + 1,0 Kslg. 

+ 0,251/,5, Amboc.+1,0 Blut ..... kompl. Lés. f. kompl. Los 
2. 0,51/,9 Serum + 1,5 Kslg. 

+ 0,251/,:9 Amboc.+1,0 Blut . eas o _ gelblich 
3. 0,31/,, Serum + 1,7 Kalg. 

+ 0,251/;9, Amboc.+1,0 Blut ..... f. kompl. Los. 
4. 0,21/,, Serum + 1,8 Kslg. 

+ 0,251/;99 Amboc.+1,0 Blut... ... sehr stark 
5. 0,11/,5 Serum + 1,9 Kslg. 

+ 0,251/:99 Amboc.+1,0 Blut... .. wenig 


IV. Endstiick und Mittelstiick derselben Spezies und in Kombination mit dem 
Reihe III entsprechen. 




















1. 0,2 Mittelstiick (— 0,1 Komplement) + 0,8 Ksig. + 0,251/,5, Amboc. + 1,0 Blut 

2. 0,1 ” (= 0,05 ” )+ 1,4 » + ” ” + 1,0 °° S 
3. 0,64/19 (= 0,03 eS ae o @8 wots 
4.0,4,, (= 0,02 2 Mis «ot « ~« #228 a 3* 
602, ., (=OO7 , )th? » + » . +0. 19 
6. wie 1. +1,05 ,, + 0,0 +10, 12 
ae | +1,65 , + 0,0 +10 , | = 
a +1,35 ,, + 0,0 +10, )° 





Resultat: Das Endstiick des Kaninchenserums ist durch die Spaltung unwirk 


jenigen im Meerschweinchenserum. Da sich das genuine Kaninchenserum komplement- 


Versuch 10. 
(29. VI.) 


10,0 com frischen Meerschweinchenserums und 7,0 ccm frischen Ka- 
ninchenserums wurden in angegebener Weise mittels Kohlensaure in End- 
stiick und Mittelstiick gespalten. 











ar 





a) 


em 


1/, Stunde bei 37° 


irk- 
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Sera auf Komplement: 
Meer- . 
ccovindion Kaninchen 
6. 1,01/;9 Serum + 1,25 Kalg. 
+0,0+ 1,0 Blut . ; gelblich wenig 
7. 0,51/,9 Serum + 1,75 Kslg. 
+ 0,0 + 1,0 Blut . bas — gelblich 
8. 0,31/,9 Serum + 1,95 Kslg. 
+0,0+1,0 Blut... .. — ws 
9. — +2,0 Kslg. + 0,251/; 05 Ambes. 
+ ,0 Blut ; ‘ 0 a 
10. 2,25 Kslg. +0,0 + 1,0 Blut ‘ 0 _ 





jenigen der anderen Tierart, in Mengenverhiltnissen, die den Komplementmengen in 





} 
| 
} 
} 
| 
| 
| 
| 
| 
j 


endstiick 
-+- Meerschweinchen- 
mittelstiick 


Meerschweinchen- 


i 
i] 








‘ 
’ ‘ | = 
beax 323 
stot c= 

son ESS uw 
Soee o oS 
ce 3 | ges 
e2eg o es 
=H £2 
Sous | oes 
oa™ 3 es 
e+" ow 

a a 

i Mo 


| 
| 
| 
| 
| 
} 
} 


Kaninchenendstiick 


durch Dialyse 


+ Meerschweinchen- 


wenig kompl. Lés. 


mittelstiick 


| 
| 
| 
| 


Meerschweinchen- 
endstiick 
+ Kaninchenmittel- 
stiick 


+1,0 Endstiick (=01 sam ) |kompl. Lis. Spiirchen gelblich 

+05 (—0,05 ,, )|do., Schleier gelblich »  gelblich do., Schleier 
+ 0,3 o (O08 ., } stark ss ss ” stark 

+ 0,2 “ (O98 ,., ) a a = “ miaBig 
+0,1 = =O ., } Spur ss = ™ gelblich 
+1,0 = 0,1 » )]| gelblich a = - sehr stark 
+0,5 - (=665 . } ai 1 . - Spur 

+ 0,3 “ (=0038 ., ) Fe a ie gelb 


sam geworden. Der Gehalt an Mittelstiick im Kaninchenserum entspricht etwa dem- 
armer zeigt, so kann dies nur in der Endstiickmenge seinen Grund haben. 


Das Meerschweinchenmittelstiick wurde in 20,0 com, das Kaninchen- 
mittelstiick in 14,0 ccm physiologischer Kochsalzlésung gelést. 
Ziegenblut 5°/,, 2mal gewaschen. 
Ziegen-Kaninchen-Amboceptor vom 10. V. 1fach lés. Dos. 0,254/, 99. 
Verwendet wurde 0,25!/,) = 10fach lés. Dos. 
Das Endstiick wurde '/, Stunde nach dem Mittelstiick zugesetzt. 





ee eee a SS 








\ 
\ 
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I. Il. Die beiden Endstiicke und Mittelstiicke fiir sich allein auf 
Hiamolyse gepriift, erwiesen sich als inaktiv. 
Versuchsanordnung wie im Versuch 7, Reihe I und II. 


ILI. Priifung der nativen Sera auf Komplement. 





Meer- ; 
a Kaninchen- 
pone oan serum 
1, 1,01/,;9 Serum + 0,251/,, Amboc. 
+1,0 Kslg.+1,0 Blut. . . . . | kompl. Lés. kompl. Lés. 
2. 0,51/,, Serum + 0,251/,, Amboc. 
+1,5 Kslg.+1,0 Blut. .... - “ maBig 
3. 0,31/,9 Serum + 0,251/,, Amboc. 
+1,7 Kslg.+1,0 Blut. . . . . |f. kompl. Lés. Spur 
4. 0,21/,, Serum + 0,251/,, Amboc. 
+1,8 Kslg.+1,0 Blut. .... sehr stark ?, 
5. 0,12/,9 Serum + 0,251/,, Amboc. 
+1,9 Kslg.+1,0 Blut. .... maBig 
6. 1,01/,) Ser. + — + 1,25 Kslg. + 1,0 Blut gelblich maBig 
7.05 5» ws +—+1,75 ,,. +1,0 ,, a 0 
8.03 ,, » +—+195 , +1,0 ,, — 0 
9. — +0,251/,, Amboc. + 2,0 Kslg. 
+1,0 Blut ‘gg ae 4 - 
10. — +— + 2,25 Kslg. +1,0 Blut % 





IV. Endstiick und Mittelstiick derselben Spezies und in Kombination mit dem 
Reihe III entsprechen. 





1. 0,2 Mittelstiick (— 0,1 Kompl.)+ 0,8 Kslg. + 0,251/,, Amboc. + 1,0 Blut 





2. 0,1 o (OS 2. 414 » + os » © . 1& 
3. 0,615 (=0,03 , )+1,2 , + +12 . 3 
4. 0,4 ,, ‘ (=0,02 ., )+14 , + ma ~ ae «= = 
5.02, ., (=O0l , )+17 » + » » +19 . {9 
6. wie 1. +1,05 ,, + 0,0 +10 ,, F 
7. 2. +165 , + 0,0 +10 ,, s 
8. 3. 413s. + 0,0 +1,0 ~ 


Resultat: Das Endstiick des Kaninchenserums ist durch die Spaltung ab 
stiick wie das Meerschweinchenserum. 








ger 





PF «6 Oy 


stunde pei 


2 
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Es geht aus diesen Versuchen hervor, daB der Nachweis 
von Mittelstiick und Endstiick, wenn man die beiden Anteile 
des Kaninchenserums nach der Trennung wieder zusammen- 
fiigt, als miBlungen anzusehen ware — ein gleiches Ergebnis, 
wie es Tsurusaki') beim dialysierten Hunde- und Ziegenserum 
erhielt —-, daB dagegen das Mittelstiick, wenn man sich zur Er- 
ganzung des Meerschweinchenserums als Endstiick bedient, in 
ziemlich reichlicher Menge, etwa entsprechend dem Vorkommen 
im Meerschweinchenserum, nachweisbar ist. Man darf hieraus 
wohl den Schlu8 ziehen, daB das Endstiick, das ja zweifellos 
im frischen Kaninchenserum vorhanden ist, bei den zur Trennung 
fihrenden Prozeduren eine Modifikation oder Abschwachung 
erfahrt, durch die es dem Nachweis entzogen wird. Bekannt- 
lich erscheint das Kaninchenserum bei allen Aktivierungsver- 
suchen weit komplementaérmer als das Meerschweinchenserum. 
Da nach unseren Versuchen der Gehalt der Kaninchensera am 
Mittelstiick hinter dem des Meerschweinchenserums kaum zu- 
riicksteht, so darf man diese Erscheinung darauf zuriickfiihren, 
da8 im Kaninchenserum keine Aquivalenz zwischen Mittelstiick 
und Endstiick, sondern ein erheblicher Defekt des letzteren 
vorhanden ist. 


jenigen der anderen Tierart in Mengenverhialtnissen, die den Komplementmengen in 





| 














ui. 82 | aut 2 | Eu Et | au 8 
sesweS 35S x39 (23253 
Estee §8us £5e5 | §5+2% 
3° ge «Sle g°, 8 |m° ga 
+1,0 Endstiick (—0,1 Kompl.) | kompl. Lés. kompl. Lés. gelblict 
(—O665 . ) i re 7 sehr stark 
(= 0,03 ) sehr stark i stark 
‘i (== 0,02 ) wenig ( wenig ¢ 
(= 0,01 ) jschwach gelb % gelblich % 
+ wie 1. Spur maBbig gelblich 
+ » 2. ” } w@ wenig | 
ea» & gelblich ? gelblich 
geschwacht. Das untersuchte Kaninchenserum enthilt ungefihr genau soviel Mitte!- 


4) Tsurusaki, diese Zeitschr. 10, Heft 4 bis 6. 
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Man bestimmt also bei der iiblichen Aktivierungs- 
methode im Falle des Kaninchenserums tatsachlich 
nicht den Gehalt desselben an Komplement, son- 
dern den Gehalt an Endstiick, ein Fehler, der den 
meisten bisherigen Bestimmungen dieser Art anhaften 
dirfte. 


Zur Untersuchung der quantitativen Verhaltnisse der 
Komplementbestandteile in anderen Normalseris bedienten wir 
uns der Sera von Ziege, Hammel, Rind, Hund und Mensch. 
Wir gingen dabei — wie schon oben erwahnt — so vor, da 
wir das native Serum, ohne es zuvor zu spalten, mit dem 
sensibilisierten Blute einmal mit Meerschweinchenendstiick, 
dann mit Meerschweinchenmittelstiick zusammen digerierten. 


Wir lassen nun ausfiihrlich einige Protokolle unserer Ver- 
suche folgen. Zunichst diejenigen, die das Ziegen-, Hammel-, 
Rind- und Hundeserum betreffen. 


Versuch ll. 
(11. VIII. 10.) 


Untersuchung der Sera von Ziege, Hammel, Rind und 
Hund auf ihren Gehalt an Mittelstiick und Endstiick. 

Die Sera sind frisch. Sie wurden nativ dem _ sensibilisierten 
Blute zugesetzt und einmal mit Meerschweinchenendstiick, das andere 
Mal mit Meerschweinchenmittelstiick erginzt, je nachdem, ob auf End- 
stiick oder Mittelstiick gepriift werden sollte. Um Vergleichswerte und 
die Bedingungen konstant zu erhalten, wurde dieselbe Methodik wie beim 
gespaltenen Meerschweinchenserum angewandt. 

Wenn das native Serum auf Mittelstiick gepriift werden sollte, so 
wurde es zunachst mit gleichem Volumen physiologischer Kochsalzlésung 
verdiinnt und dann in derselben Weise verfahren wie beim Meer- 
schweinchenmittelstiick, das wir ja gleichfalls in der doppelten Menge 
von Kochsalzlésung gelést haben, als dem urspriinglichen Ausgangsvolum 
des Serums entsprach. 

Bei der Priifung auf Endstiick wurde die Verdiinnung 1:10 des 
Serums nach 1 Stunde dem sensibilisierten Blute -+ Meerschweinchen- 
mittelstiick zugesetzt. 

Die Details sind aus den Versuchsprotokollen zu ersehen. 


10,0 ccm frischen Meerschweinchenserums wurden mittels Kohlen- 
séure gespalten. Das Mittelstiick in 20,0ccm physiologischer Kochsalzlésung 
geldst. 
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Ziegenserum vom 11. VIII. 

Hammelserum | 

Rinderserum } vom 10. VIII. 

Hundeserum 

Ziegen-Kaninchen-Amboceptor vom 14. VII. 1 fach lés. Dos. ~— 0,5"/,990- 
Im Versuch 0,51/19) = 10fach lés. Dos. 


Ziegenblut 5°/5, 2mal gewaschen. 


I. LU. Meerschweinchenendstiick und Meerschweinchenmittelstiick, 
mit und ohne Amboceptor gepriift, zeigen keine Hamolyse. (Nur 0,5 ccm 
Mittelstiick + Amboceptor: Spur.) 


Versuchsanordnung wie Versuch 9, I und II. 


III. Meerschweinchenserum als Komplement. Versuchsanordnung 
wie Versuch 9, III. 


1. 1,01/;, kompl. Lés. 

2. 0,5 4/19 ” ” 

3. 0.31/19 fast kompl. 

4. 0,21/15 sehr stark 

5. 0,11/16 Spur 

6. 1,01/;) sehr schwach gelblich 

7. Amboce. allein: %, Agglutination ') 
8. Blut allein: 


IV. Meerschweinchenendstiick mit Meerschweinchenmittelstiick in 
Mengen, die den Komplementmengen in Reihe III entsprechen. 


1. 0,2 Mittelstiick (— 0,1 Kompl.)+0,8 Kslg. 

+0,54/;99 Amboc.+1,0 Blut... . +1,0Endst.( -0,1 Kompl.) kompl. Lés. 
2. 0,1 Mittelst. (— 0,05 Kompl.) + 1,4 Kslg. 

+0,51/;99 Amboo.+ 1,0 Blut... . TOs . GM... ) ~ 
3. 0,61/, Mittelst.(—0,03 Kompl.)+1,1Kslg. | 

+0,51/199 Amboc. + 1,0 Blut. . . . 3 +0,3 ,, (0,03 ,,  ) sehr stark 
4. 0,41/, Mittelst. (—0,02 Kompl.)+1,4Kslg. \, 

+0,51/,99 Amboe. + 1,0 Blut . 21402 ,, (=0,02 ,, ) wenig 
5. 0,21/,9 Mittelst. (—0,01 Kompl.)+1,7Kslg. |* 

+0.5"/199 Amboc. + 1,0 Blut. . . . |” |+0,1 ,, (=0,01 ,, ) SME soimneh 
6. wie 1. + 1,30 Kslg. + _ + 1,0 Blut +1D « gelb 
%: « 32+I9 ww» + eas +1,0 ,, +0,5  ,, 0 
8 , 341,60 , + —_ +1,0 ,, +03 ,, 0 








1) Diese ist selbstverstandlich in allen Proben mit Amboceptor ein- 
getreten. Vermerkt wurde sie in diesen Protokollen nur dort, wo sie 
besonders intensiv war. 
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V. Rinderserum, Hammelserum, Ziegenserum und Hundeserum auf Hamolyse 
Verdiinnung 1:10 untersucht. 





1,0 konz. Serum (Hundeserum ?/,9) + 1,5 Kochsalzlésung + 1,0 Blut 


1. 

2. 0,5 do. + 2,0 ~ +1,0 ,, 
3. 0,25 do. + 2,25 ™ +1,0 ,, 
4. O,1 do. + 2,4 99 +1,0 ,, 
5. 0,05 do. + 2,45 a OM « 


VI. Rinderserum, Hammelserum, Ziegenserum und Hundeserum mit Amboceptcr 
in der Verdiinnung 1:10. 





1. 1,0 konz. Serum (Hundeserum !/,9)+ 1,0 Kochsalzlés. + 0,51/,, Amboc. + 1,0 Blut 


2. 0,5 do. +1,5 m + 0,51/19 oso + 
3. 0,25 do. + 1,75 . +0,5%/19 4» +1,0 
4. 0,1 do. +1,9 a + 0,53/19 » +1,0 
5. 0,05 do. + 1,95 - +0,51/19 » +1,0 


VII. Rinderserum, Hammelserum, Ziegenserum und Hundeserum mit Meer. 
und Mittelstiick tritt hierbei Haimolyse auf. 





1,0 konz. Serum (Hundes. 1:10) + 1,5 Kslg. + 1,0 Blut )o 





1. 
2. 0,5 do. +20 , +10 ,, |%]+1,0 » 
3. 0,25 do. +2,25,, +10 ,, $8{+1,0 a 
4. 0,] do. +24 , +10 ,, [8]+1,0 7 
5. 0,05 do. +245, +10 ,, Jal+1,0 ue 





VIII. Untersuchung des Rinderserums, Hammelserums, Ziegenserums und Hunde 





1. 0,2 Serumverdiinnung 1:12 (= 0,1 Ser.) + 0,8 Kslg. + 0,51/;99 Amboc. + 1,0 Blut 





2. 0,1 Pa 1:19(— 6,06 ., +14 » + » io hCU Fl 

3. 0,6 Serumverdiinnung 1:20(— 0,03 ,,)+1,1 , + = , Fa + ” t 
4. 04 - 1:20 (0,02 ,, )+14 , + . . + ” 2 
5. 0,2 i 1:20(—0,01 ,.)+1,7 » + » ~ Ya - 
6. wie 1. +1,30,, + 0 + » 7 
3 ” 2. + 1,9 ” + 0 + ” a 





S. , 3. +1,60 , + 0 > ” 





zane 





g 


8c 











tuncte 


! 
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gepraft. Die ersteren 3 wurden in konzentriertem Zustande, das Hundeserum in der 








— ee —" Hundeserum 1/,, 
Spur, starke Aggl. gelblich gelblich fast kompl. Lés. 
gelblich, starke Aggl. sehr schwach gelb 0 gelb 
- %” 9 0 0 sehr schwach gelblich 
sehr schwach gelblich 0 0 0 
7 0 0 0 


auf Hamolyse gepriift. Die ersten 3 in konzentriertem Zustande, das Hundeserum 





—— en a, Hundeserum !/,, 
wenig, Aggl. Spur, Aggl. wenig, Aggl. kompl. Lés. 
gelblich, Aggl. gelblich, Aggl. es oa maBig 
os a 0, Aggl. Spur, ,, gelblich 
- ‘a SS 2 2, Aggl. sehr schwach gelblich 
schwach gelblich, Aggl. S « So op © 


schweinchenendstiick zusammen untersucht. Bei Anwesenheit von Normalamboceptoren 








Rinderserum Hammelserum Ziegenserum ; 
konz. konz. konz. Hundeseram "/1¢ 
wenig, Aggl. gelblich gelblich fast kompl. Lés. 
” ” re 0 Spur 
stark, ,, oi 0 gelblich 
fast kompl. Los. re 0 sehr schwach gelblich 
” %- ” ” 0 . 


serums auf Mittelstiick. Sera nativ. Als Endstiick dient gefalltes Meerschweinchenserum. 





Hammel- 


| 
| Ziegenserum | Hundeserum 
serum 


| | 
Rinderserum | 


+ 1,0 Endst. (= 0,1 Meersch.) f. kompl. Lés.,, wenig, Aggl. maBig, Aggl. kompl. Lés. 





starke Aggl. 
+05 ,, wenig, starke Spiirchen, groBe Kuppe, % 
Aggl. Aggl. Agel. 
+03 ,, gelblich,Aggl. gelblich,Aggl., Zone, Aggl. stark 
+0,2 ,, ” a - a “ ra wenig 
+0,1 - sehr schwach 0, »  gelblich,Aggl. gelblich 
gelblich, Aggl. 
+ wie 1. kompl. Lés. | — gelblich gelblich _f. kompl. Lés 
-. & maBig, starke és de Kuppe 
Aggl. | 
> a sehr schwach i sehr schwach _ gelblich 
gelblich gelblich 
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IX. Rinderserum, Hammelserum, Ziegenserum und Hundeserum mittels Ambo- 





Om os 


a> 


Das Rinderserum, Hammelserum, Ziegenserum wurden in der Verdiinnung 1:10 


0,2 Meerschw.-Mittelstiick (— 0,1 Ser.) + 0,8 Kslg. + 0,51/;99 Amboc. + 1,0 Blut 


0,1 o (=0,05 , )+14 4 + » » + wo 
0,6 ¥Whro ” ( 0,03 ” )+ 1,1 ” + , ” + 
0,4 M10 ” ( 0,02 ” )+ 1,4 ” + ” + ” 
0,21/,, - (=001 .)+17 » + ns oo * 
wie |. +13 , + 0 + 
~~ a +19 ,, + 0 + 

3 +16 , + 0 + w 


Versuch 12. 
(12. VIII. 10.) 

Versuch 11 wurde wiederholt mit dem Unterschiede, daB vom 
Amboceptor 0,151/,, com == 30fach lés. Dos. verwendet wurde. Als 
Endstiick und Mittelstiick diente frisch gefilltes Meerschweinchenserum. 
Versuchsanordnung dieselbe wie im Versuche 11. 

Rinderserum, Hammel-, Ziegen- und Hundeserum vom vorigen Tage 
im Frigo aufbewahrt. 

I. Meerschweinchenendstiick mit und ohne Amboceptor zeigt keine 
Hamolyse. 

II. Meerschweinchenmittelstiick auf Hamolyse gepriift: 


1. 0,4 Meerschw.-Mittelst. +1,6 Kslg.+0,15'/,, Amboc.+1,0 Blut wenig 

2. 0,2 a +18 , + ” + 1» Spiirchen 
3. 0,1 a +19 , + - + «= gelblich 
4. 0,4 ” +1,75 , + 0 + ww 0 

5. 0,2 = +1,95 ,, + 0 - % 0 

6. 0,1 ” +2,05 ,, + 0 + 0 


III. Meerschweinchenserum als Komplement. Versuchsanordnung 
wie Vers. 5, ITI. 





1. 1,01/,). Serum kompl. Lés. 

2. 05 5, - + Amboceptor as ™ 

3. 0,3 ” , + Blut ” ” ‘ 

4. 03 ,, - aa »  Schleier 
6. @) . ss sehr stark 

6. 1,01/;) ohne Amboc. gelblich 

7. 0,151/,;, Amboc. ailein 0, Agglutination’) 
8. Blut allein 0 


1) Im Protokoll nur dort vermerkt, wo ohne Amboceptor vorhanden 
oder besonders intensiv. 





1 Stunde bei 37° 








0eF 
ver 
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ceptor und Meerschweinchenmittelstiick im nativen Zustande auf Endstiick untersucht. 
verwendet, das Hundeserum dagegen in der Verdiinnung 1: 100. 





| Rinderserum | Hammelserum Ziegenserum Hundeserum 


ea ees He ato eS 

+ 1,01/,) Serum igelblich, starke 0, Aggl. gelblich,Aggl. Spiirchen 
resp. 1,0*/; 99 Hundeser.) Aggl. 
+ 0,51/,9 Serum | sehr schwach % ~w 0, Aggl. gelblich 
| gelblich, Aggl. 

+0,3 4/19 | 0, Aggl. Poo a’ @ 0 
+0,2%/19 i -« m 2« i | 0 
+0,14/19 ,, ; ao oS ae co 0 
+ wie 1. 0 0 0 | 0 
ae | 0 0 0 0 
+ ow & 0 0 0 0 





IV. Meerschweinchenendstiick plus Mittelstiick in Mengen, die den 
Komplementmengen in Reihe III entsprechen, Versuchsanordnung wie 


Vers. 5, IV. 

1. 0,2 Mittelstiick + 1,0 Endstiick (— 0,1 Komplement) }= kompl. Lés. 
2. 0,1 ” + 6,5 ” (— 0,05 ” ) + ” ” 
3. 0,6 1/19 ” + 0,3 ” (= 0,03 ” ) 3 fast ” ” 
4. 0,44 /19 5 + 0,2 os (= 0,02 i mi) sehr stark 
5.02, » +01 «4 (0,01 i )J= — Spiirchen 
6. wie 1. ohne Amboc. gelblich 

A ” 2. ” ” sehr schw. gelbl. 
or ae “i 0 


V. Rinderserum, Hammel-, Ziegen- und Hundeserum auf Hiimolyse 
gepriift. Versuchsanordnung dieselbe wie Vers. 11, V. Die Sera sind 
dieselben wie im Vers. 11 (Frigo). 





Rinderserum ‘Hammelserum Ziegenserum | Hundeserum 








konz. | konz. konz. | Vso 

1, 1,0 Konz. |Spiirchen, starke gelblich gelb | maBig 
Aggl. 

S$ OS jgelb, starke Aggl. sehr schwach _ gelblich | gelblich 

gelblich 

3. 0,25 ,, | gelblich, starke do. sehr schwach sehr schwach 
Aggl. gelblich | gelblich 

4. 0,1 ,, | sehr schwach gelbl. 0 0 0 





5. 0,05 ,, 0 0 0 | 0 








i 
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VI. Rinder-, Hammel-, Ziegen- und Hundeserum mit 30fach lés. Dos. 
von Amboceptor auf Komplement untersucht. Die ersten drei in kon- 
zentriertem Zustande, das Hundeserum in Verdiinnung 1:10. Versuchs- 
anordnung analog Vers. 11, VI. 





Rinder- | Hammel- | Ziegen- Hunde- 
serum serum serum serum 
konz. konz. konz. */ro 

1. 1,0 Ser.+0,151/, Amb. | ket wen T gelblich ‘Spiirchen _aery Lés. 
star 
BOs . a) gelblich, | sehr schwach 
+ starke Aggl. gelblich gelblich maBig 
3. 0,25,, + ™ do. do. sehrschwach = wenig 
gelb 
a oe = sehr schwach 0 : 
4. 0,1 + qeiblich, 0 gelblich 
starke Aggl. | 
5. 0,05,, + - 0, starke | 0 0 sehr schwach 
Aggl. gelblich 





VIII. Untersuchung des Rinder-, Hammel-, Ziegen- und Hundeserums auf 





1. 0,2 evennieiiiennes 2 1:12 (—0, 1 Serum) +0, 8 Kalg.- + +0, 564. hates, +1 0 Blut 
2. 0, l ” ” (= 0,05 ” )+ 1, 4 ” + ” + ” ° 
3. 0,6 af 1:20(=0,03 ,, )+11 ,, + . + » {8 
4. 0,4 re » (=0,02 , )+14 , + t0 + » 3 
5. 0,2 ” ” ( 0,01 ” )+ 1,7 ” + ” + ” + 
6. wie 1. +0,95 ,, + 0 + E 
vA 
Me 2. + 1,55 ” + 0 + ” me 
:& «a s +1,25 ,, + 0 + » 





IX. Rinder-, Hammel-, Ziegen- und Hundeserum auf Endstiick mittels Ambo- 


:100, die iibrigen Sera 1:10. 





i 


aS 


. 0,2 Meerschweinchenmittelst. 





( 0,1 Ser.) + 0,8 Kaly. +0,151/,, Amb. + 1,0 Blut 

0,1 “ (= 0,05 , )+1,4 , + = —_— <f 
. 0,62/1 z (=0,03,,)+11 ,, + a ia ns 
044/16 a (=0,02 , )+14 . + ” + » ~ 
. 024/16 a (=0,01,,)+1,7 , + : au 2 
c 
wie 1. +0,95 ,, + 0 eon oe 
oo = +1,55 , + 0 + a =~ 

» 3. +1,25 ,, + 0 + ww 











Mit 


+ 
4 
4 
4 
4 


.. 





ce] 














schweinchenendstiick untersucht. 
ceptoren und Mittelstiick tritt Loésung ein. 
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Rinder-, Hammel-, Ziegen- und Hundeserum mit Meer- 
Bei Vorhandensein von Normalambo- 
Versuchsanordnung wie 





1, 1,0 Ser. + 1,0 Endst. 
2. 0,5 ” + ” 


| 
Rinderserum 
konz. 


ns ” 
3.0.25, +  , stark, 
4.01 , + ‘a me ; 
5. 0,05, + . Spur, ,, a “ 


Mittelstiick. 





mABig, starke Aggl. gelblich 


” 


n 


»  |Schwach gelblich 





Hammel- | Ziegen- Hunde- 
serum 


serum | serum 
konz. M10 
gelb maBig 
gelblich Spiirchen 
gelblich 
0 


Sera nativ. Als Endstiick dient gefilltes Meerschweinchenserum. 











Rinderserum | snl 
+1,0 Endstiick (—0,1 Kompl.) | kompl. Lés.) $§_ stark 
+05 ,, (=0,05 ,, )| sehr stark |ES%) wenig 
+03 ,, (=0,03 ., )| wenig {254  gelblich 
+02 ,, (=0,02 ,, )| Spiirchen [285 ‘ 

= i a. 8) hi h | 
+0,1 9 (=0,01 ,,  )] gelblich J 25%! 8 +e 
+ wie l. maBig, Aggl. gelblich 
i hr sch h | 
- a DS gelblich, ,, se — | 
+ » & sehr schwach gelbl. 0 


Ziegen- 
serum 


stark 

maBig 
Spur 
gelb 


| 
| sehr schwach | 
| gelblich | 


Hunde- 
| serum 


f. kompl. Lés. kmpl. Lés. 
sehr stark 


maBig 
wenig 
gelb 
mabig 
Spur 


| gelblich 


ceptor und Meerschweinchenmittelstiick untersucht. Hundeserum in der Verdiinnung 





Rinderserum 
| MWho 
+ 1,01/,)Serum (resp. !/;99 Hundeser.) Spiirchen 
+ 0,5 ‘~ pe sehr schwach gelbl. 
+03 ,, v9 0 
+ 0,2 ‘ ii 0 
+0,1 i o 0 
+ wie |. sehr schwach gelbl. 
+ ” 2. do. 
oo. ve 








1) Réhrehen wurden 6fters geschiittelt. 


| Hammel-| Ziegen- 
serum 
"io 


: 


| 


| 
| 


| 


serum 


a 10 


== 


gelblich | 


0 


ooo.Umc8CUcOlUO 


' 


0 


oo coc Oo 


Hunde- 
serum 


"/100 


| wenig 
| gelblich 


0 











) 
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Uberblicken wir die Resultate dieser Versuche, so ergibt 
sich folgendes: 

Der Gehalt der einzelnen Sera an wirksamem 
Mittelstiick ist ein verschiedener, doch ist in allen 
diese Komplementkomponente nachweisbar. Dagegen 
zeigt sich ein Defekt an Endstiick. Wir begegnen also 
hier ahnlichen Verhaltnissen wie beim Kaninchenserum. Und 
selbst in Seris, in denen reichlich Endstiick vor- 
handen ist (im Hundeserum und, wie in nachstehenden 
Versuchen 13 und 14 gezeigt wird, im Menschenserum), zeigt 
sich ein Pravalieren des Mittelstickes. 


Versuch 13. 
(20. VII. 10.) 
Untersuchung von Menschenserum auf Mittelstiick und Endstiick. 
10,0 com frischen Meerschweinchenserums wurden in Endstiick und 
Mittelstiick gespalten. Das Mittelstiick in 20,0 com Kochsalzlésung gelést. 
Ziegen-Kaninchen-Amboceptor vom 14. VII. 1 fach lés. Dos. 0,51/; o99- 
Im Versuch verwendet 0,11/;99 = 20fach lés. Dos. 
Ziegenblut 5°/5, 2mal gewaschen. 
2 Menschensera. 
Das Endstiick wurde 1 Stunde nach dem Mittelstiick zugesetzt. 
I. If. Meerschweinchenendstiick und Meerschweinchenmittelstiick 
zeigen mit und ohne Amboceptor keine Himolyse. 
III. Meerschweinchenserum nativ als Komplement. Versuchsanord- 
nung wie Vers. 5, III. 


1. 1,01/,5 Kompl. + 0,11/,99 Amboe. kompl. Lés. 
2. 0,5 ” ” + ” + Amboceptor ” ” 
3. 0,3 ,, » + 9% + Blut ” ” 
4. 0,2 ,, » + % f. kompl. Lés. 
5. 0,1 ,, » + ” wenig 

6. 1,01/;, Kompl. ohne Amboc. 0 

7. 0,11/,99 Amboc. allein 0 

8. 1,0 Blut allein 0 


IV. Meerschweinchenendstiick plus Meerschweinchenmittelstiick in 
Mengen, die den Komplementmengen in Reihe III entsprechen. Ver- 
suchsanordnung wie Vers. 5, IV. 


1, 0,2 Mittelstiick + 1,0 Endstiick (— 0,1 Kompl.) kompl. Lés. 
2. 0,1 » +05 » (=006 » )} Se » » 
3. 0,64/19 + 0,3 ” (=008 , ) = ea) pm es 
4. 0,4 ,, ” + 0,2 - (=O008 , ) + + stark 
6.02, » +01 . (=O0l , ) gelb 

6. wie 1. ohne Amboc. gelblich 
> » 8 « ” 0 

S& wk wn oe 0 
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V. Menschensera 1 und 2 ohne Amboceptor auf Himolyse ge- 





priift. Versuchsanordnung wie Vers. 11, V. 
Menschen- | Menschen- 
serum | serum 2 
1. 1,0 1/;5 Menschenser. stark wenig 
2. 0.5 maBig gelblich 
3. 0,25 ,, wenig | 0 
2@Gs « gelblich | 0 
5. 0,05 ,, 0 0 





9 


VI. Menschensera 1 und 2 


prift. Wie Vers. 11, VI. 


mit Amboceptor auf Hiamolyse ge- 





1. 1,0 1/,,, Menschenser. 


——— —— 


+ 0,11/:99 Amboc. 


10 fach lds. Dos. 


5.65 . + do. 
3. 0,26 ,, + do. 
4. 0,1 + do. 
5. 0,05 + do. 








Menschen- Menschen- 
serum | serum 2 
f. kompl. Lés. maBig 
maBig wenig 
Spur gelblich 
sehr schwach 0 
gelblich 
0 0 


VII. Menschensera 1 und 2 mit Meerschweinchenendstiick und 


ohne Amboceptor untersucht. 


Wie Vers. 11, VII. 





Menschen- 


Menschen- 

serum | serum 2 
1. 1,0/,) Menschen- ° +1,0 Meerschwein- | kompl. Lés. f. kompl. Lés. 

serum oF chenendstiick 

2.05 Ls +1,0 7" oe » | wenig 
3. 0,25 ,, ” .}+1,0 sehr stark | Spiirchen 
4.01, . |S]+1,0 Spur | gelblich 
5. 0,05 ,, —1+1,0 gelb | wa 








chenendstiick auf Mittelstiick untersucht. 


wie Vers. 11, VIII. 

1. 1,01/,, Menschenser. + 0,0 Kslg. 
+ 0,11/;99 Amboc. + 1,0 Blut 
0,51/1;9 Menschenser. + 0,5 Kslg. 
+0,11/19, Amboc. + 1,0 Blut 


2. 


+0,11/,99 Amboc. + 1,0 Blut 


+0,11/;99 Amboc. + 1,0 Blut 
5. 

+ 0,11/,99 Amboc. + 1,0 Blut 
Biochemische Zeitschrift Band 31. 


25 1/;9 Menschenser. +0,75 Kslg. 
. 0,11/;9 Menschenser. + 0,9 Kslg. 


0,05 1/;9 Menschenser. + 0,95 Kslg. 


1 Stunde bei 37° 








VIII. Menschensera 1 und 2 mit Amboceptor und Meerschwein- 


Analoge Versuchsanordnung 


+1,0 Endstiick vom 





Meerschweinchen 
+ do. 
+ do. 
+ do. 
+ do. 


| 








IX. Menschensera 1 und 2 mittels Amboceptor und Meerschweinchenmittelstiick 1 
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Resultat: 
Menschen- Menschen- 
serum | serum 2 

1. | kompl. Lés. kompl. Lés. 
$. ” a sehr stark 
3. mabig maBig 
4, wenig wenig 
5. Spiirchen Spur 





Endstiick untersucht. Wie Vers. 11, IX. 





if 
Al 














Versuch 14. 

Versuchsanordnung wie Vers. 13. 

Ziegen-Kaninchen-Amboceptor vom 1. VI. 1 fach lés. Dos. 0,251/; 9. 
Verwendet wurden 0,751/,5 — 30fach lés. Dos. 

Menschensera 3 und 4. 

I. Meerschweinchenendstiick mit und ohne Amboceptor: keine 
Hamolyse. 

II. Meerschweinchenmittelstiick zeigt starke Himolyse, weshalb die 
entsprechenden Versuche mit demselben nicht angestellt wurden. 

III. Menschensera 3 und 4 auf Hiamolyse untersucht. Wie 
Vers. 11, V. 





Menschen- Menschen- 
serum 3 serum 4 





1. 1,0 1/9 Menschenserum stark wenig 

2. 0,5 a wenig Spiirchen 
3. 0,25,, ” ohne Amboc. Spiirchen 0 
; | 


. 0,1 0 0 
5. 0,05 .,, 


” 


0 0 





Menschen- | Menachen- 
serum 1 serum 2 
. 0,2 Meerschw.- + 0,8 Kslg. + 0,11/;9) Amb. + 1,0 Blut + 1,01/,, Ser.|komplette mabig 
Mittelst. Los. 
; & - +14 , + a + » |. |+05.,  ., | f. kompl.' wenig 
5 Lés. | 
. 0,61/19 +11 ,, + ” + {+03 .,, 4] maBig — gelblich 
7 aa +14 , + a + £ +02 ,, “i wenig sehr schvw. 
A gelblich 
. O08 +17 . + + FI +0,1 ,, ,, | gelblich 0 
. wie l. +09 . + 0 + _ + wie l. f. kompl. | gelblich 
Lés. 
2. +15 , + 0 a +, 2. maBig so 
3. +12 , + 0 + 14 +, 3. Spur 0 
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IV. Menschensera 3 und 4 mit Amboceptor (30fach lés. Dos.) ge- 


prift. Wie Vers. 13, VI. 





. 1,0 1/;9 Menschenser. + 0,751/,, Amboc. 
. 0,5 + 


” ” 


- 


+ 
+ 


” 


” 


¥e 


Menschen- 
serum 3 


gelblich sehr 


gelbl 

sehr schwach 0, 

gelblich 
0 


0 


0, 
0, 





wenig, Aggl. gelblich, Aggl. 


Menschen- 
serum 4 


schwach 
. Aggl. 


Menschenserum 3 und 4 ohne Immunamboceptor mit Meer- 





sch weinchenendstiick auf Mittelstiickgehalt untersucht. Wie Vers. 11, VII. 


1. 1,0 1/;) Menschenser. 
2.05 » 
. 0,25 ,, 
bs ME es 
. 0,05 ,, 


37° 


l« 


” 


+ » 
+ ;, 


+ 5 
+ > 


” 


be 


. 


1 Std 


VI. Menschensera 3 und 4 mit 


+ 1,0 Endstiick 


Menschen- 
serum 3 


kompl. Lés. 


ve % 
<9 
sehr wenig 
sehr schwach 
gelb 


” 





kompl. Lés. 


Menschen- 
serum 4 


stark 
gelblich 


” 





Immunamboceptor. und Meer- 


schweinchenendstiick auf Mittelstiickgehalt gepriift. Wie Vers. 11, VIII. 














1. 1,0 */,9 Mensch.-+0,0 Kslg. + 0,75*/,;) Amb. + 1,0 Blut)? (+1 
Serum oD 
2.05 , do. +05 , + ° + i: +; 
& O35 . do. +0,75 , + + >|+ 
4.01 , do +09 , 4+ + , Isl4 
5. 0,05 ,, do. +0,95., 4+ + at+, 
Resultat: 
Menschen- Menschen- 
serum 3 serum 4 
:. kompl. Lés. kompl. Lés. 
2. a 
3. 
4. s ” 
5. “e f. kompl. Lés. 





,0 Endst. 


Zwei Cerebrospinalfliissigkeiten erwiesen sich bei der Priifung auf 


einzelne Komplementbestandteile als praktisch komplementfrei. 


Von 


beiden Komponenten waren nur Spuren vorhanden. Eine Probe mensch- 


licher Milch ergab ein negatives Resultat. 


79 
) 
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Dieses Uberwiegen des Mittelstiickes findet man nicht nur 
bei der Untersuchung mit dem verwendeten Immunamboceptor, 
sondern auch mit Normalamboceptoren der auf Mittelstiick 
gepriiften Sera. (Vgl. z. B. Versuch 14, Reihe III u. V.) Dies 
demonstriert der zu diesem Zweck angestellte Versuch 15 mit 
normalem Rinderserum, das einen relativ hohen Gehalt an 
Normalhaémolysinen hat, recht deutlich. Durch Zusatz von 
Meerschweinchenendstiick ist die Haimolyse fiir Kaninchen- und 
Meerschweinchenblut verstaérkt worden, und fiir Ziegenblut ist 
das Vorhandensein von Amboceptor und Mittelstiick erst zu- 
tage getreten. 

Versuch 15. 
(30. VI.) 

Rinderserum vom 28. VI. im,,Frigo’ aufbewahrt. Endstiick von 
Meerschweinchen, 1,0 — 0,1 Serum. 

Meerschweinchenblut 5°/,, 2mal gewaschen. 

Kaninchenblut 5°/), 2mal gewaschen. 

Ziegenblut 5°/,, 2mal gewaschen. 














che vetnen. &ninchen- | Ziegen 
blut blut blut 
1. 1,01/,9 Rinderser. + 0,0 Kslg.+1,0 Blut + 1,0 Endstiick | komplett komplett | komplett 
2. OS ., a +0,5 , + » + ” 9 stark, Aggl. ce 
3. 0,25,, en a5, + ww # a Spur Zone, ,, stark 
4. 0,1 ,, » +09», + » + 0 gelblich am »  (Spiirchen 
5. 0,05,, ae +0,95, + 4», + - ~ - Zone 
6. 1,0'/,5 ” C1 « + » + 0 komplett | stark, ,, 0 
7. OF a “ le» &* » + 0 Spur __gelblich, Aggl. 0 
8. 0,25,, » +175, + » + 0 gelblich 5 0 
9. 0,1 ,, ~~ een eS -. + 0 i _ - 0 
10. 0,05,, - +1,95 , + » + 0 “ i is 0 
ll. — 2,0 + » + 0 gelblich ?) 0 
23, — 0 + ,, +2,0 Endstiick »  |gelblich, Aggl.| gelblict 
a 1,0 > . +8 . on ro 





Durch unsere Untersuchungen iiber die quantitativen 


Mengenverhiltnisse der beiden Komplementteile in verschiedenen 
Seris hat die oben gemachte Voraussetzung, daB das Endstiick 
und Mittelstiick auch im nativen Serum getrennt vor- 
kommen, eine Stiitze erhalten. 

Es erschien uns daher notwendig, die Funktionen der 
heitien Komplementbestandteile bei der Himolyse einer genauen 
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Analyse zu unterziehen, und wir haben zunachst Bindungs- 
versuche angestellt, iiber die nun berichtet werden soll. 


Il. 


Brand war der erste, der mit dem durch Dialyse ge- 
wonnenen Mittelstiick und Endstiick den grundlegenden Ehrlich- 
Morgenrothschen Bindungsversuch ausfiihrte. Die Ergebnisse 
seiner wichtigen Untersuchungen fiihrten ihn zu der Annahme, 
daB das Mittelstiick die haptophore, das Endstiick 
die zymophore Gruppe des einheitlichen Komplementes 
darstellt. Ausseinen Versuchen ging aber — streng gnommen — 
nur hervor, da sensibilisierte Blutkérperchen in einer Mittel- 
stiicklésung derart veriindert werden, daB sie vom Endstiick 
allein aufgelést werden. Brand hat namlich die quantitative 
Untersuchung der Mittelstiicklésung nach der Digestion mit 
sensibilisiertem Blut nicht durchgefiihrt, und sein SchluB war 
daher nicht ganz berechtigt. 

Um iiber diese Frage Klarheit zu erlangen, haben wir 
entsprechende Versuche angestellt. 

Einige unserer diesbeziiglichen Protokolle folgen: 


Versuch 16. 
(28. VII.) 

5,0 ccm frischen Meerschweinchenserums wurden in Mittelstiick und 
Endstiick gespalten. Das Mittelstiick wurde in 30,0 ccm Kochsalz- 
lésung gelost. 

Versuchsanordnung entspricht der von Brand angewandten (Berl. 
klin. Wochenschr. 1907, Nr. 34, S. 7). 

Ziegenblut 5°/5, 2mal gewaschen. 

Ziegen-Kaninchen-Amboceptor vom 14. VII., 1 fach lés. Dos. 0,51/; 999° 

1. 100,0 Ziegenblut 5°/5+0,5 Amboc. (= 10 fach lés. Dos.) 
2. 100,0 ‘i + 0,5 Kochsalzlésung 
1 Stunde bei 37°. 
Abzentrifugiert und mit Kochsalzlésung auf das Ausgangsvolumen aufgefiillt. 


1. 1,0 sens. Blut + 1,0 Mittelstiick (— 0,16 Serum) + 0,0 Kslg. 





2. ‘a + 0,5 is Ge . }+03 . 
3. . +025 ,, (—0,04 ,, )+0,75 ,, 
4. " +015 ,, (0,024 ,, )+0,85 ,, 
5. - + 0,1 ~ (=0,016 , )+0,9_,, 
6. ” + 0,05 m (=0,008 ,, )+0,95 ,, 
7. - + — +1,0 ,, 
g. + +10 ,, 











' 
' 
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Die Rohrchen blieben 1 Stunde bei 37°. Nachher wurden sie 
zentrifugiert, die tberstehende Fliissigkeit sorgfiltig (mit Filtrierpapier) 
entfernt und die Bodensiitze 1, 2, 3, 6, 7, 8, in entsprechenden Mengen 
von Kochsalzlésung und Endstiick aufgeschwemmt. Bodensatz 4 und 5 
wurden wegen Verwechslung ausgeschaltet. 


Untersuchung der Bodensiitze: 


1. Bodensatz 1 + 2,0 Endstiick + 1,0 Kslg. wenig 

2. a 2+ 1,0 ea +20 ,, Spur 

3. js 3+ 0,5 Ra +25 ,, gelb 

6. “e 6+ 0,1 ~ +2,9 ,, 0 

7 Pa 7+ 2,0 a +10 ,, sehr schwach 
gelblich 

5. » 8+ — +2,9  ,, +0,1 Kompl. komplett 


Untersuchung der Abgiisse: 


1. AbguB 1 + 1,0 sens. Blut + 0,0 Kslg. + 1,0 Endstiick!) komplett 
2. « ss - +0,0 ,, +1,0 i 33 

3. > 3+ - +0, , +0,5 a es 

4. » 4+ = +0,7 , +0,3 a fast komplett 
5. » 8+ pe +0,8 , +0,2 o mabig 

6. » 6+ a +09 , +0,1 m Spiirchen 
‘a ae. “ +0 , +1,0 - gelb 

8. » 8+ ” +0,9 ,, +0,1 Kompl. komplett 


Endstiick und Mittelstiick mit und ohne Amboceptor auf Himolyse 
gepruft: keine Haimolyse. 
In entsprechenden Mengen zusammen sind sie gut wirksam: 
1. 0,5 Endstiick + 0,3 Mittelstiick (— 0,51/,, Serum) komplett 
2. 0,3 sa + 0,18 = (= 0,34/16 » ) fast komplett 
Resultat: Von dem dargebotenen Mittelstiick sind von 
den Blutkérperchen nur minimale Mengen gebunden worden. 
Die Mittelstiicklésung ist ungeschwacht geblieben. 


Versuch 17. 
(29. VII.) 

5,0 cem frischen Meerschweinchenserums wurden in Endstiick und 
Mittelstiick gespalten. Dieses in 30,0 ccm Kochsalzlésung gelést. 

Ziegenblut 5°/,, 2mal gewaschen. 

Ziegen-Kaninchen-Amboceptor vom 14. VII. 1 fach lés. Dos. 0,51/, 590. 

100,0 com Ziegenblut 5°/, + 0,5 ccm Amboceptor (10 fach lés. Dos.) 
1 Stunde bei 37°. 

Das durch Zentrifugieren erhaltene Sediment wurde mit so viel 
Kochsalzlésung versetzt, daB die Blutaufschwemmung 5°/,ig war. 


1) Das Endstiick wurde iiberall 1 Stunde nach dem Mittelstiick 
zugesetzt. 
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1. 1,0 sens. Blut + 1,0 Mittelstiick (— 0,16 Serum) + 0,0 Kslg. 
2. o + 0,5 (— 0,08 » )+05 

3. e + 0,25 a (0,040 ,, )+0,75 

4. c +0,1 (0,016 . )+09 

5. + -— +1,0 

6. m= + — +1,0 _,, 


Die Rohrchen blieben 1 Stunde bei 37°. 

Nachher wurden sie zentrifugiert und die Bodensitze 2mal mit je 
4,0 ccm Kochsalzlésung gewaschen. Nun erst in entsprechender Menge 
von Endstiick und Kochsalzlésung aufgeschwemmt. 


1. Bodensatz 1.+ 1,0 Kslg. + 2,0 Endstiick wenig 


2. 2.4+2,0 , +1,0 is ” 

3. 3.4+2,5 ,, +0,5 on Spiirchen 
4, 4.428 ,, +0,2 ‘i gelblich 
5. 5.+1,0 ,, +2,0 ” *” 

6. 6.+2,9  ,, +0,1 Komplement kompl. 


Untersuchung der Abgiisse: 
(Das Endstiick wurde 1 Stunde nach dem AbguB zugesetzt.) 
1, Abgu8 1.+ 1,0 sens. Blut + 0,0 Kslg. + 1,0 Endstiick 


2. 2.+ +00 ,, +1,0 os 

oe - ak +05 ., +0,5 

4. 4.+ +08 ,, +0,25 _,, 

a ~* 5. + +— » +1,0 

eS »« G+ +09 ,, +0,1 Komplement 
Resultat: 


1. komplett 
2. ie 
3. fast komplett 
4. gelb 
5. gelblich 
6. komplett 

Endstiick und Mittelstiick allein mit und ohne Amboceptor 
auf Hamolyse gepriift: (7). 

Endstiick mit Mittelstiick zusammen gut wirksam: 

0,5 Endstiick + 0,3 Mittelstiick (—0,51/,;, Kompl.) = komplett. 

Resultat: Wie Vers. 16. 


Versuch 18. 
(30. VII.) 

5 cem frischen Meerschweinchenserums in Endstiick und Mittelstiick 
gespalten. Dieses in 30,0 ccm Kochsalzlésung gelést. 

Ziegenblut 5°/9, 2mal gewaschen. 

Ziegen-Kaninchen-Amboceptor v. 13. VII. 1 fach lés. Dos. —0,51/, 999. 

100,0 Blut + 2,5 cem Amboceptor = 50fach lés. Dos. 1 Stunde bei 
37°, abzentrifugiert und wieder zu 55°/, Blut aufgeschwemmt. 











; 
/ 
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1. 1,0 sens. Blut + 1,0 Mittelstiick (— 0,16 Ser.) + 0,0 Kslg. 
2. s +0,5 " (0,08 ,, )+0,5 
4 + 0,25 a (=GRe ,, )4+078 ,, 
4. ‘ + 0,15 a (= 0,024 ,, )+0,85_,, 
5. 09 + 0,1 oe (= 0,016 ,, )+09 ,, 
6. + 0,5 os (= 0,008 ,, )+ 0,95 
7. +— 7 +1,0 
38. _ - +10 ,, 


Die Réhrchen blieben 1 Stunde bei 37°. 
1. bis 3. weisen sehr starke Agglutination auf, die anderen schwachere. 
Nach dem Abzentrifugieren werden die Bodensaétze 2mal mit je 5,0 ccm 
Kochsalzlésung gewaschen und nachher in entsprechender Endstiick- und 
Kochsalzlésung aufgeschwemmt. 
Beim Waschen tritt eine schwache Himolyse auf, weshalb die 
Blutkérperchenaufschwemmung bla und diinn ist. (Agglutinierte 


Blutkérperchen.) 
Untersuchung der Bodensitze: 

1. Bodensatz 1. + 2,0 Endstiick + 1,0 Ksig. komplett 
2. ” 2.+ 1,0 » +20 ,, fast ,, 

3. 99 3. + 0,5 » +25 ,, stark 
4. ” 4.+0,3 9 +2,7 ,, Spur 
5. - 5. + 0,2 99 +28 ,, 0 

6. ” 6. + 0,1 % +29 _ ,, 0 

2 a 7. + 2,0 » 28 « 0 

8. pa 8+ — -m +2,9 ,, +0,1 Kompl. kompl. 


Untersuchung der Abgiisse auf freies Mittelstiick. 
Die Abgiisse der Réhrchen | bis 3 waren stark himoglobinhaltig 
(entsprechend etwa einer maiBigen Haimolyse), Abgiisse 4 und 5 weniger. 


1. AbguB 1.+1,0 sens. Blut + 1,0 Endstiick + 0,0 Kslg. kompl. 
2 2.+ +1,0 ” +0,0 ,, ~ 

3. 3.+ ” + 0,5 ‘ +05 ,, *” 

4 4.+ - + 0,3 +0,7 ,, stark 
5 5. + + 0,2 ” +08 ,, wenig 
6. 6.+ + 0,1 is +0,9 ,, Spur 
7 - 7.+ 99 + 1,0 is + U ,, 9 

a 4 8.+ “ as ; +0,9 ,,+0,1 Kompl. kompl. 


Endstiick und Mittelstiick allein: 
Endstiick mit dem Mittelstiick als Komplement gut wirksam: 
0,2 Endstiick + 0,12 Mittelstiick (— 0,21/,) Kompl.) 
komplett (Schleier) 
Resultat: Die mit 50 lésenden Amboceptordosen sensi- 
bilisierten Blutkérperchen binden das Mittelstiick. 


Versuch 19. 


5,0 ccm frischen Meerschweinchenserums wurden mit Kohlensiure 
in angegebener Weise in Mittelstiick und Endstiick gespalten. 
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Mittelstiick wurde in 10,0 ccm physiologischer Kochsalzlésung auf- 
gelést und ein Teil sofort auf Himolyse untersucht. Da es stark allein 
léste, so blieb der Rest 1'/, Stunden bei 37° (— Heckersche Modifikation, 
die keine Himolyse ohne Endstiick zeigt). 

Ham me!lblut-Kaninchen-Amboceptor vom 18. VI. 1 mal lés. Dos, 
fur Ziegenblut 0,001 ccm. Ziegenblut 5°/5, 2 mal gewaschen. 

100,0 cem Ziegenblut 5°/, + 2,5 cem Amboc. (25mal lds. Dos.), 
100,0_,, ” +2,5 ,, physiol. Kochsalzlésung, 
11/, Stunden bei 37°. (Keine Agglutination.) 

Die Blutkérperchen wurden abzentrifugiert und zu 5°/, in physio- 

logischer Kochsalzlésung aufgeschwemmt. 


Bindungsversuch. 
1. 4,0 sens. Blut + 1,6 Mittelst. ,, Hecker‘ (= 0,8 Meerschw.-Ser.) + 0,4 Kslg. 
2. Ps + 0,8 i (-- 0,4 9 )+1,2 ,, 
3. +0,4 (= 0,2 ” )+1,6 ,, 
4. + 0,24 i (= 0,12 ‘i )+1,76 ,, 
5. ‘a + 0,16 9 (-— 0,08 - ) + 1,84 ,. 
6. ” + 0,08 (-. 0,04 )+1,2 
i. - + _ + 2,0 
8. 4,0 nicht sens. 
Blut + — + 2,0 


Die Réhrehen blieben 2 Stunden bei 37°. Nirgends Himolyse. Durch 
Zentrifugieren wurden die Blutkérperchen von der Fliissigkeit getrennt: 
Bodensiatze B,, By usw. 
Abgiisse A,, A, usw. (A; und A, wurden nicht untersucht.) 

Untersuchung der Bodensitze: 

Diese wurden zunichst mit je 5,0 com Kochsalzlésung gewaschen 
und dann in je 4,0 ccm Kochsalzlésung aufgeschwemmt. Nachher wurde 
die der Menge des Mittelstiickes entsprechende Quantitaét Endstiick 
zugesetzt, 


B, 
1. 1,0 ccm B,-Aufschwemmung + 2,0 Endstiick + 0,5 Kslg 
2. + -—— +256 ,, 
3. a + 0,1 Meerschw.-Serum + 2,4 
Hamolyse nach 2 Stunden bei 37°. 
1. kompl. Lés. 
2. 
3. kompl. Lés. 
B, 
1. 0,1 com B,-Aufschwemmung + 1,0 Endstiick + 1,5 Kslg. 
2. 9 + — +25 ,, 
3 a + 0,1 Meerschw.-Serum + 2,4 
Resultat: 
1. sehr stark 
2. 0 


3. kompl. Lés. 
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B, 
1. 1,0 com B,-Aufschwemmung + 0,5 Endstiick + 2,0 Kalg. 
2. 99 + —_ + 2,5 
| 3. ‘i + 0,1 Meerschw.-Serum + 2,4 
Resultat: 
1. Spur 
2. 0 
3. kompl. Lés. 
By 
1. 1,0 com B,-Aufschwemmung + 0,3 Endstiick + 2,2 Kaig. 
2 » + a + 2,5 
3. a + 0,1 Meerschw.-Serum + 2,4 
Resultat: 
1. sehr schwach gelblich 
2 «0 
3. kompl. Lés. 
B; 
. 1. 1,0 com B,;-Aufschwemmung + 0,2 Endstiick + 2,3 Kalg. 
2. + — + 2,5 
i" 3. + 0,1 Meerschw.-Serum + 2,4 
Resultat: 
1. sehr schwach gelblich 
2. 0 
3. kompl. Lés. 
if B, 
| 1. 1,0 com B,-Aufschwemmung + 0,1 Endstiick + 2,4 Kealg. 
2. + + 2,5 
3. + 0,1 Meerschw.-Serum + 2,4 
Resultat: 
R. 0 
2. 0 
3. kompl. Lés. 
B, 
1. 1,0 com B,-Aufschwemmung + 2,0 Endstiick + 0,5 Kalg. 
2. + _ + 2,5 
3. + 0,1 Meerschw.-Serum + 2,4 
Resultat: 
i 1. gelblich 
2. 0 
3. kompl. Lés. 
B, 
1. 1,0 cem B,-Aufschwemmung + 2,0 Endstiick + 0,5 Kaig. 
; 2. - + — +2,5 ,, 
3. - +0,1 Meerschw.-Serum + 2,4 


Resultat: 
1. 0 
2. 0 
3. gelblich 











SAS ae we 
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Untersuchung der Abgiisse (A, bis Ag). 
Versuchsanordnung: Je 1,5 ccm der Abgiisse wurden mit 1,0 sensi- 
bilisierten Blutes und Kochsalzlésung 1 Stunde bei 37° digeriert und 
nachher die entsprechende Quantitat Endstiick zugesetzt. 











1. 1,5 cem von A, enthilt 0,4 Mittelstiick (— 0,2 Meerschw.-Ser.) 
2. Ay 0,2 © (= 6) ) 
3. A; 0,1 id (= 0,05 7 ) 
4. A, 0,06 (— 0,03 ‘ ) 
5. A, 0,04 bs (== 0,02 ) 
6. Ag 0,02 (~ 0,01 ) 
Versuch: 
1. 1,5 cem A, + 1,0 sens. Blut + — Kslg. o (+ 1,0 Endstiick 
S. - A, + + — - }+ 1,0 
3. As + + 0,5 S1+05 ,, 
4. A, + + 0,7 E + 0,3 ” 
5. A; + + 0,8 nm 1+ 0,2 
6. Re + +0,9 “(+01 ,, 
Resultat: 
1. kompi. Lés. 
2 
3. fast kompl. Lés. 
4. mabig 
5. gelblich 
6. sehr schwach gelblich 
Kontrollen: 
Endstick auf Hamolyse gepriift: 
1. 2,0 Endstiick + 1,0 sens. Blut Spur 
2. 1,0 + gelb 
3. 2,0 +1,0 nicht sens. Blut 0 
4. 1,0 a re 0 
Mittelstiick (,,Hecker) auf Hamolyse gepriift: 
1. 0,8 Mittelstiick + 1,0 sens. Blut +1,7 Kslg. 0 
2. 0,4 + a a ae 0 
3. 0,2 + a £23 .,; 0 
4. 0,8 + 1,0 nicht sens. Blut+1.7.. 0 
5. 0,4 + FS ao 0 
6. 0,2 + o +23 ,, 0 


1,0 com Kompl. ?/;) + 1,0 sens. Blut 


” 


Komplementtitration: 


+ si + 2,0 
+ - + 2,2 
+ ce + 2,3 
+ - + 2,4 
+ 1,0 nicht sens. Blut + 1,5 
+1,0 sens. Blut + 


5 
5 


2 
+ 1,0 nicht sens. Blut + 2, 


+ 1,5 Kslg. 


kompl. Lés. 


9 
”» 
maBig 
0 
0 
0 








i 
: 
; 
1 
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Mittelstiick und Endstiick in Mengen, die denjenigen bei der 
Komplementtitration entsprechen. Endstiick wurde 1 Stunde nach 
Mittelstiick zugesetzt. 


1. 0,2 Mittelstiick + 1,0 sens. Blut + 1,3 Kslg.) 2 ( + 1,0 Endstiick 
2. 0,1 a + ‘ +19 ,, [3 1+0,5 
3. 0.61/19» + . +16 , $22403 
Gti « + n +19 , |[31+02 
5. 0.24/19 > + . + 2,2 41401 


6. wie 1. mit nicht sens. Blut 


wf » 


» wo & 


Resultat: 
- kompl. Lés. 


. fast kompl. Lés. 
. maBig 
. gelblich 


Sa ak we 
= 


ao-! S 
= 


Fassen wir die Resultate unserer Experimente zusammen, 
so ergibt sich, daB bei 10fach sensibilisiertem Blute in 
physiologischer Salzlésung nur eine minimale Bindung 
von Mittelstiick nachweisbar war, da die Blutkoérper- 
chen durch Endstiick allein entweder gar nicht oder 
nur sehr wenig aufgelést wurden und die Mittelstiick- 
lésung quantitativ wirksam geblieben ist. 

Erst bei 25 bis 40 lésenden Amboceptordosen 
wurde stets Mittelstiick gebunden, da das Blut durch 
entsprechende Endstiickmengen aufgelést wurde und 
die Mittelstiicklésung einen, wenn auch geringen, De- 
fekt aufwies. 

Diese Ergebnisse stimmen iiberein mit denjenigen von Lief- 
mann und Cohn, die nach Beendigung unserer Versuche ver- 
offentlicht worden sind, und haben ihre Analogien in den Unter- 
suchungen iiber persensibilisierte Blutkérperchen von Michaelis 
und Skwirsky') und in den Arbeiten iiber die Kaltetrennung 
innerhalb des Komplementes von Sachs und Bolkowska.’) 


1) Michaelis und Skwirsky, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 4, 1909. 
2) Sachs und Bolkowska, Zeitschr. f. Immunititsforsch. 7, 1910. 
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Michaelis und Skwirsky stellten namlich fest, daB bei 
40 Amboceptoreinheiten eine Trennung innerhalb des nativen 
Komplementes bei saurer Reaktion und Bruttemperatur erfolgt, 
und Sachs und Bolkowska zeigten, daB bei 0° und héherem 
Amboceptorgehalt das gleiche zu erzielen ist, wahrend bei ge- 
ringer _ Immunk6érpermenge die Trennung ausbleibt. Guggen- 
heimer hat festgestellt, daB im salzfreien Medium die Trennung 
gleichfalls nur unter diesen Bedingungen erfolgen kann. 


Diese Tatsachen sind also mit den Resultaten unserer Ver- 
suche und derjenigen von Liefmann und Cohn im Einklang. 
Wir wollen uns mit der Mitteilung dieser Ergebnisse begniigen, 
ohne auf die Analyse dieser interessanten Erscheinung naher ein- 
zugehen, da dieselbe bereits von Liefmann und Cohn in er- 
schépfender Weise durchgefiihrt worden ist. So viel mu8 nur 
hervorgehoben werden, dai die Ergebnisse dieser Experimente 
mit den herrschenden Anschauungen iiber den Mechanismus 
der Komplementwirkung in einem gewissen Widerspruche stehen. 
Der Ablauf der Vorginge bei der Auflésung der roten Blut- 
kérperchen scheint ein komplizierterer zu sein, als die Ehrlich- 
Morgenrothsche Theorie annahm. 


Il. 


Die von Flexner und Noguchi’), Noc*) sowie Morgen- 
roth und Kaya‘) studierte komplementzerstérende Fahigkeit 
des Kobragiftes schien uns dazu geeignet zu sein, iiber die 
Natur der beiden Komplementbestandteile etwas zu _ er- 
fahren. 


Nachdem im Kobragifte eine ,,Lecithinase‘‘ nachgewiesen 
wurde, lag doch der Gedanke nahe, dieses Ferment auch fiir 
die Komplementzerstérung verantwortlich zu machen, wobei 
die seit langem vermutete ,,Lipoid“‘natur des Komplements in 
anderem Gewande wiederum auftauchen wiirde. 


Von unseren Versuchen, die alle das gleiche Resultat zeigten, 
moége einer folgen: 


1) Flexner und Noguchi, The Journ. of exper. Med. 6, 1903. 
2) Noc, Annales de |’Inst. Pasteur 19, 1905. 
3) Morgenroth und Kaya, diese Zeitschr. 8, Heft 2 bis 4. 
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Versuch 20. 
(21. VII.) 
Kobragiftlésung 1°/, (in physiologischer Kochsalzlésung + Glycerin aa). 
Frisches Meerschweinchenserum. 
10,0 cem frischen Meerschweinchenserums mittels CO, in Endstiick 
und Mittelstiick gespalten. Dieses in 20,0 cem Kochsalzlésung gelést. 
Ziegenblut 5°/,, 2mal gewaschen. 


I. Blut sofort zugesetzt. 
Kobragift + Meerschweinchenser. + Kslg. + Blut 


054/19 + 0,2 +08 + 1,0 kompl. Lés. 
1,0 19 +— + » - o 
0,5 ,, +05 + , wenig 
0,25 ,. + 0,75 + ,, Spur 
al » +09 + ,, gelblich 
0,05 ,, + 0,95 + ,, ‘ 


il. Blut erst zugesetzt, nachdem die Kobragift-Meerschweinchen- 
serum-Mischungen 3 Stunden bei 37° verweilt batten. 


Kobragift + Meerschweinchenser. + Kslg. + Kslg. + Blut 
1. 0.52/19 + 0,2 0,8 
2 1,01/15 — 
3. oo GF « 0,5 
4 
5 


10 + 1,0 gelblich 


+ » gelb 
+ wenig 
+ 
+ 


0,25 ,, 0,75 


” 


3 Std. bei 37° 


' a O01 .. 0,9 - »  gelb 
6. » 0,05,, 0,95 » + »  gelblich 








III. Versuchsreihe wie II mit nachtriglichem Zusatz von Endstiick 
und Blut. 


Kobragift + Meerschweinchenser. + Kslg. + Endst. + Blut 
1 O54: + 0,2 + O08 10 + 1,0 Spiireh. 
” + 1,01/,, + = ” + Spur 


+ 0,5 ” + 0,5 ” + ” sehr 
stark 


0,25,, + 0,75 + » do. 
G2.» + 09 » + » méabig 
0,05,, + 0,95 » + » Wenig 


3 Std. bei 37° 








IV. Versuchsreihe wie II mit nachtraglichem Zusatz von Mittel- 
stiick und Blut. 
Kobragift + Meerschweinchenser. + Kslg. + Mittelst. + Kslg. + Blut 
1. 0.52/19 + 0,2 + 0,8 0.4 + 0,6 + 1,0 kompl. Lés. 
- « 1,04/19 +— ” 
: os .. + 0,5 fast ,, 
0,25,, + 0,75 stark 
OD xs + 0,9 ie ‘ Kuppe 
0,05. + 0,95 , ” 


3 Std. bei 37° 
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Kontrollen: 
. Blut + Kslg. 0 
. 2,0 Endstiick + Blut gelblich 
3. 1,0 “ +s a 
. 0,8 Mittelstiick + Blut 0 
5. 0,4 o + ,, 0 
. 1,04/;) Kobragift + Blut 0 
te OB te »” + 0 
8. 0,2 Meerschweinchenserum + Blut gelblich 
9. 1,0 Endstiick + 0,4 Mittelst. + Blut wenig 

Uberblicken wir das Experiment, so sehen wir, daB durch 
das Kobragift nur das Mittelstiick zerstért wird. Das End- 
stiick bleibt intakt. 

Gleichzeitig geht aber im Meerschweinchenserum eine andere 
Verainderung vor sich, und zwar derart, daB durch die Ein- 
wirkung des Kobragiftes ein Himolysin entsteht, dessen Wirkung 
durch Endstiick verstairkt wird. Die Annahme liegt nahe, die 
Spaltung des Lecithins dafiir verantwortlich zu machen und die 
Verstarkung durch Endstiick als ,,Beschleunigungsphinomen“ 
aufzufassen, wie wir es durch die Untersuchungen von v. Lieber - 
mann’), Dungern und Coca’), F. Sachs*) u. a. kennen ge- 
lernt haben. 

Auffallig ist, da® die Bildung des Hamolysins unter der 
Einwirkung des Kobragiftes nur bei bestimmter Konzentration 
des Meerschweinchenserums nachweisbar ist. 

Weiteren Untersuchungen mu8 es vorbehalten bleiben, die 
hierbei bestehenden Verhialtnisse aufzuklaren. 

Doch liegt es jedenfalls nahe, das Mittelstiick mit Lipoiden 
in irgend eine Beziehung zu bringen. 

Die isolierte Mittelstiickzerstérung durch das Kobragift 
bildet auBerdem eine neue Stiitze fiir die Behauptung, daB die 
beiden Komplementbestandteile im nativen Serum getrennt vor- 
kommen, da sonst diese Tatsache ohne die letztere Annahme 
nicht leicht verstaéndlich ware. 


Zusammenfassung. 


1. Der Gehalt der Normalsera (Ziege, Hammel, Rind, Hund, 
Kaninchen, Meerschweinchen, Mensch) an den beiden Komple- 


1) vy. Liebermann, Arch. f. Hygiene 62, 1907; diese Zeitschr. 4, 1907. 
2) v. Dungern und Coca, Berl. klin. Wochenschr. 1908. 
3) F. Sachs, diese Zeitschr. 12, 1908. 
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mentbestandteilen ist ein verschiedener. Endstiick fehlt in 
manchen, doch Mittelstiick ist stets nachweisbar und 
fehlt in keinem der untersuchten Sera. Die bis jetzt ge- 
iibte Methode der Komplementbestimmung mifSt nur den Ge- 
halt an Endstiick, nicht dagegen den an Mittelstiick. Die beiden 
Komplementbestandteile sind im nativen Serum getrennt neben- 
einander vorhanden. 

2. Im Meerschweinchenserum befinden sich Endstiick und 
Mittelstiick in ungefahr aquivalenten Mengen. Sie k6nnen sich 
auch bis zu einem gewissen Grade bei der Hamolyse funktionell 
vertreten, insbesondere kann Endstiick das Mittelstiick ersetzen. 

3. Das Mittelstiick des Kaninchen-, Rinder-, Hunde-, 
Menschen-, Ziegen- und Hammelserums ist durch Meerschweinchen- 
endstiick erganzbar und zeigt sich nicht nur mit einem Immun- 
amboceptor, sondern auch mit Normalamboceptoren wirksam. 

4. Das isolierte Meerschweinchenmittelstiick wird von unter 
10 Amboceptoreinheiten sensibilisierten Blutkérperchen in physio- 
logischer Kochsalzlésung wenig oder gar nicht gebunden (Lief- 
mann und Cohn). Erst bei 25 bis 40 Amboceptoreinheiten 
ist eine erheblichere Bindung nachweisbar. 


5. Das Kobragift zerstért nur das Mittelstiick des nativen 
Serums, das Endstiick laBt es intakt. Gleichzeitig entsteht im 
Meerschweinchenserum ein Hamolysin. 





Uber die Hemmung der Suprareninglucosurie und der 
sekretorischen Nierenleistung durch peritoneale Reize. 
Von 
Otto von Firth und Carl Schwarz (Wien). 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung des Elizabeth - Thompson -Science- Fund, 
Boston.) 


(Eingegangen am 14; Januar 1911.) 


I. Einleitung. 


Seitdem Blum im Jahre 1901 die wichtige Beobachtung 
gemacht hatte, daB die Injektion von Nebennierenpriparaten 
imstande ist, glucosurisch zu wirken, hat diese Erscheinung 
immer und immer wieder das Interesse zahlreicher Forscher in 
Anspruch genommen. In den letzten Jahren ist insbesondere 
die Frage in den Vordergrund geriickt, ob man berechtigt sei, 
in der Adrenalinglucosurie eine AuBerung der normalen 
physiologischen Wirkung des ,,inneren Sekretes‘‘ der Neben- 
niere zu erblicken. Andererseits ist aber, angesichts der domi- 
nierenden Stellung, die die Bauchspeicheldriise seit der Ent- 
deckung des Pankreasdiabetes in der Lehre vom Kohlen- 
hydratstoffwechsel einnimmt, leicht verstaéndlich, da8 man sich 
bemiihte, iiber etwaige Beziehungen der innersekretori- 
schen Tatigkeit des Pankreas und der Nebenniere Auf- 
klarung zu erlangen.') 

Die letztgenannten Bemiihungen schienen zu einem greif- 
baren Resultate gefiihrt zu haben, als Zuelzer’) zeigen konnte, 


1) Vgl. die neue Zusammenstellung der einschlagigen Literatur von 
G. Bayer in Lubarsch-Ostertag, Ergebnisse der pathologischen Ana- 
tomie 14, 100 ff., 1910. 

2) G. Zuelzer, Verhandl. d. Kongr. f. innere Med. 1907, 258. — 
Experimentelle Untersuchungen iiber den Diabetes. Berl. klin. Wochen- 
schr. 1907, 474. 

Biochemische Zeitschrift Band 31. 8 














| 
| 


STD TT 


pore 











114 O. v. Fiirth und C. Schwarz: 


daB einerseits bei pankreaslosen Tieren die Glucosurie ausbleibt, 
wenn man die Nebennierenvenen unterbunden hat und da 
andererseits Injektionen von Pankreasextrakten die 
Adrenalinglucosurie hindern. 

, Wahrend das Adrenalin‘‘, sagt Zuelzer, ,,eine Zucker- 
ausscheidung der Leber bedingt, ist der Pankreassaft, das Pan- 
kreasferment, dazu da, diese ,,Nebennierenferment‘wirkung zu 
neutralisieren. War diese Annahme richtig, so muBte, wenn 
ich gleichzeitig einem gesunden Kaninchen Nebennierensaft oder 
Adrenalin in einer die Glucosurie hervorrufenden Menge und 
andererseits Pankreasextrakt oder ein Pankreaspraparat, das 
ich durch Entfernung der EiweiBkérper entgiftet hatte, in- 
jizierte, die Zuckerausscheidung notwendigerweise fortfallen... 
Diese Versuche habe ich ungezihlte Male gemacht. Es gelang 
mir dauernd, mit einer bestimmten Menge Pankreasextrakt 
oder Pankreaspraparat den Nebennierendiabetes mit Sicherheit 
zu unterdriicken.“ 

Die Beobachtungen von Zuelzer sind von vielen Seiten 
her bestaétigt worden, so zuerst (allerdings mit wechselndem 
Erfolge) von Biedl und Offer’), sodann von Frugoni?®), 
Makaroff*), von Gautrelet*) (der sie mit dem Cholingehalte 
des Pankreas in Zusammenhang bringen wollte) Forschbach*) 
und insbesondere auch von GlaSner und Pick®). An der Er- 
scheinung als solcher ist also sicherlich nicht zu zweifeln. 


1) Bied! und Offer, Uber die Beziehungen der Ductuslymphe 
zum Zuckerhaushalte. Hemmung der Adrenalinwirkung durch Lymphe. 
Wiener klin. Wochenschr. 1907, 1530. 

2) C. Frugoni, Adrenalinglucosurie und ihre Beeinflussung durch 
den Extrakt und den Saft des Pankreas. Berl. klin. Wochenschr. 1908, 
Nr. 35, S. 1906; vgl. auch Arch. ital. de Biol. 4, 209, 1908. 

3) Makaroff, La question du diabéte produit par |’adrénaline. 
La Presse Médicale, 8. Juillet 1908, 434. 

4) J. Gautrelet, Choline et Glucosurie adrénalique. Compt. rend. 
Soc. Biol. 65, 173, 1908. Ibid. 174. 

5) J. Forschbach (Med. Univ.-Klinik, Breslau), Versuche zur Be- 
handlung des Diabetes mellitus mit dem Zuelzerschen Pankreashormon. 
Deutsche med. Wochenschr. 35, 2053, 1909. 

®) K. GlaBner und Pick, Untersuchungen iiber die gegenseitige 
Beeinflussung von Pankreas und Nebennieren. Zeitschr. f. experim. Pathol. 
u. Ther. 6, 1909. 
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Die letztgenannten Autoren stellten auch fest, daB die 
Adrenalinglucosurie ebenso wie durch Pankreasextrakt auch 
durch Pankreassaft gehemmt werden kénne, und zwar auch 
(durch Ortliche von der Adrenalininjektion getrennte) sub- 
cutane Beibringung des letzteren. 

Zuelzer') bemiihte sich nun weiterhin, aus Pankreas ein 
Praparat zu gewinnen, das eine therapeutische Anwendung 
beim menschlichen Diabetes gestatten kénnte. Dieses Be- 
miihen wurde durch die hochgradige Toxizitit der Pankreas- 
priiparate wesentlich erschwert. Immerhin glaubte Zuelzer 
ein ,,Pankreashormon“ in Hianden zu haben, das bei intra- 
vendser (!) Einverleibung in einer Reihe von Diabetesfallen die 
Ausscheidung des Zuckers, resp. der Acetonkérper voriiber- 
gehend ginzlich zu unterdriicken vermochte, wobei jedoch nicht 
unerwahnt bleiben soll, da8 die intravenése Injektion, wie auch 
Forschbach*) bei Wiederholung der Zuelzerschen Versuche 
an Diabetikern gefunden hat, oft von Schiittelfrost, mehrtagigem 
Fieber und hochgradiger Prostration gefolgt war. 

In Weiterverfolgung des Gedankenganges, demzufolge das 
innere Sekret des Pankreas eine Hemmungswirkung auf das 
innere Sekret der Nebenniere ausiiben sollte, gelangte Zuelzer 
zu der Hypothese, daB der Pankreasdiabetes eigentlich 
nichts anderes sei als ein positiver Nebennierendia- 
betes, d. h. auf einer vermehrten Zuckermobilisierung durch 
die ungehemmte Wirkung des dem Blute in normaler Weise 
zustromenden Adrenalins beruhe. 

Auch Eppinger, Falta und Rudinger*) haben in ihren 
Untersuchungen iiber die Wechselwirkung der Driisen mit innerer 
Sekretion die Zuelzerschen Versuche als eine direkte Stiitze 
ihrer Auffassung betreffend die wechselseitige physiologische 
Hemmungswirkung zwischen Pankreas und chromaffinem System 


1) G. Zuelzer, M. Dohrnund A. Marxer, Neuere Untersuchungen 
iiber den experimentellen Diabetes. Deutsche med. Wochenschr. 190%, 
Nr. 32, 8S. 1380. — G. Zuelzer, Uber Versuche einer spezifischen Ferment- 
therapie des Diabetes. Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Ther. 5, 306, 1908. 

2) Forschbach, lL. c. 

3) Eppinger, Falta und Rudinger, Uber die Wechselwirkung 
der Driisen mit innerer Sekretion. Zeitschr. f. klin. Med. 66, 27 u. 28, 
1908. 
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angesehen: ,,Die wichtigste Wirkung der Exstirpation des Pan- 
kreas ist die direkte, das heiBt der Ausfall des die Zucker- 
verbrennung hauptsachlich herbeifiihrenden inneren Sekretes. . . . 
Indirekte Wirkungen erfolgen nun ... durch den Wegfall der 
intensiveren Hemmung auf das chromaffine System. Dadurch 
Uberfunktion des chromaffinem Systems mit konsekutiver, iiber- 
maBiger und iiberstiirzter Mobilisierung der Kohlenhydrate. .. . 
Zuelzer hat gezeigt, daB nach Injektion einer entsprechenden 
Menge Pankreasextrakt Adrenalin bei Kaninchen nicht mehr gluco- 
surisch wirkt. Zuelzer deutet dies so, daB durch das Pankreas- 
sekret das Adrenalin im Kérper entgiftet wird. Unseres Er- 
achtens ist diese Entgiftungstheorie nicht notwendig. Die Tat- 
sache erklart sich ungezwungen aus unserem Schema: Der in- 
folge der Uberfunktion von chromaffinem System im UbermafS 
mobilisierte Zucker kann bei gleichzeitiger Uberfunktion von 
Pankreas noch verbrannt werden. Bei entsprechender Dosierung 
halten sich Uberfunktion von Pankreas und chromaffinem System 
das Gleichgewicht.“ 

Unter der Voraussetzung, da8B die Lymphe des Ductus 
thoracicus das fiir die normale Zuckerverbrennung erforderliche 
innere Pankreassekret enthalte, priiften ferner Bied! und 
Offer') den Einflu8 von Hundelymphe auf die Adrenalinglucos- 
urie; sie fanden nach Anwendung entsprechend groBer Dosen 
eine erhebliche Verminderung, unter Umstanden auch eine vdllige 
Aufhebung derselben. 

Alle SchluBfolgerungen, die aus den vorerwahnten Unter- 
suchungen gezogen worden sind, basieren auf der Annahme, 
da8 die Aufhebung der Adrenalinglucosurie durch die Injektion 
von Pankreaspraparaten eine durchaus eigentiimliche und 
spezifische Organwirkung sei, die mit der physiologischen 
Wirkung des _,,inneren Sekretes‘“ der Bauchspeicheldriise im 
innigsten Zusammenhange stehe. 

Gewisse Zweifel in bezug auf diesen wichtigen Punkt, 
die auch das Studium der einschligigen Originalarbeiten nicht 
zu zerstéren vermochte, haben uns nun veranlaBt, diese 
Frage einer kritischen und experimentellen Priifung zu unter- 
ziehen. 


1) 1. c. Vgl auch A. Bied1l, Innere Sekretion. Wien 1910, 8S. 206. 
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Wir hatten gelegentlich einer friiheren Arbeit’), die den Ein- 
flu8 intraperitonealer Injektionen von Trypsin und Pankreas- 
gewebe auf die Stickstoffausscheidung und den EiweiSzerfall 
zum Gegenstande hatte, in reichlichem MaBe Gelegenheit, 
uns von der hochgradig toxischen Wirkung derartiger Injek- 
tionen zu iiberzeugen. Es dringte sich uns daher die Frage 
auf, ob nicht etwa ein heftiger peritonealer Reiz als solcher 
imstande sei, die Suprareninglucosurie zu hemmen. 

Da8 das Eintreten bzw. Ausbleiben der Suprareninglucos- 
urie von den mannigfachsten Schidlichkeiten beeinflu8t wird, 
geht aus zahlreichen Literaturangaben hervor. So vermochten 
Bied] und Offer*) durch Injektion von Hirudin und Krebs- 
muskelextrakt, Tomaczewski und Wilenko*) durch ver- 
schiedene Lymphagoga der ersten Ordnung, GlaBner 
und Pick*) durch Wittepepton, Aronsohn®) durch kiinst- 
liches Fieber, Ellinger und Seelig*) durch Nierenschiadi- 
gungen, Pollak’) durch Diuresenhemmung die Suprarenin- 
glucosurie zu unterdriicken. 

Es sei vorausschickend bemerkt, daB unsere Versuche zu 
dem Resultate gefiihrt haben, da8 zum mindesten die Hemmung 
der Suprareninglucosurie durch intraperitoneale Injektion von 
Pankreaspraparaten durch den gesetzten peritonealen Reiz eine 
vollkommen ausreichende Erklarung findet und zu ihrer Deutung 
keineswegs der Annahme eines geheimnisvollen Antagonismus 
zwischen den ,,Hormonen“ des Pankreas und der Nebenniere bedarf. 


1) O. v. Firth und C. Schwarz, Uber den EinfluB intraperito- 
nealer Injektionen von Trypsin und Pankreasgewebe auf die Stickstoff- 
ausscheidung und den EiweiBzerfall. Diese Zeitschr. 20, 384, 1909. 

%) le. 

8) Tomaczewski und Wilenko, Beitrag zur Kenntnis der anta- 
gonistischen Wirkung des Adrenalins und der Lymphagoga. Berl. klin. 
Wochenschr. 1908, Nr. 26, 1221. 

4) GlaBner und Pick, I. c. 

5) Aronsohn, Die Zuckerausscheidung nach Adrenalininjektionen 
und ihre Beeinflussung durch kiinstlich erzeugtes Fieber. Virchows Ar- 
chiv 174, 383. 

6) Ellinger und Seelig, Der EinfluB von Fieber, Infektion und 
Nierenschaidigung auf die Suprareninglucosurie. Miinch. med. Wochen- 
schr. 1905, 499. 

7) L. Pollak, Experimentelle Studien tiber den Adrenalindiabetes. 
Arch. f. experm. Pathol. u. Pharmakol. 61, 1909. 
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Il. A. Wiederholung des Zuelzerschen Fundamentalversuches 
nach Vorbehandlung mit Trypsin. 

Um die Toxizitat groBer Pankreasdosen nach Méglichkeit 

auszuschalten, gingen wir zunichst so vor, daB wir das Versuchs- 

tier einer immunisatorischen Vorbehandlung nach dem Vor- 


gange von Achalme durch intraperitoneale Injektion steigender 


Trypsindosen unterwarfen. Beziiglich der Einzelheiten dieses 
Vorganges sowie der aseptischen Durchfiihrung der In- 
jektion von Pankreasgewebe sei auf unsere vorerwilinte 
Publikation’) verwiesen. 


1. Versuch. 

Hund von 7,700 kg. GleichmaBSig mit 250 g Fleisch und 40 ¢ Reis 
taglich gefiittert. Erhalt am 14. X. 7 mg Adrenalin subcutan, worauf 
er in normaler Weise mit Glucosurie reagiert (Harn enthalt 1,3°/) Zucker). 
Der Hund erhalt nunmehr am 19. X. 0,5 g Trypsin, am 21. X. 1 g, am 23. X. 
11/, g, am 28. X. 2g, am 6. XI. 2g, am 25. XI. und 22. XII. 2'/, ¢ 
Trypsin Griibler intraperitoneal, ferner am 18. II. 1909 5 g feinst zer 
kleinertes Rindspankreas, am 22. II. 10 g Pankreas, am 3. III. 20 g Pan- 
kreas intraperitoneal. Der in dieser Weise in ausgiebigster Weise immuni- 
satorisch vorbehandelte Hund erhielt am 16. III. um 1/.3 Uhr nachmittags 
10 g frisches Pankreas intraperitoneal und einige Stunden spiiter, um 
7 Uhr abends 71/, mg Suprarenin; der nunmehr ausgeschiedene Harn 
war zuckerfrei. Die Suprareninglucosurie war also prompt gehemmt 
worden. 

Es wurde nunmelr aus 15 g feingehacktem Pankreas ein Extrakt 
durch Auskochen mit Alkohol hergestellt, der Alkohol eingedampft, der 
fettige Riickstand mit physiologischer Kochsalzlésung aufgenommen und 
filtriert. Dieses Extrakt wurde zugleich mit 7'/, g Suprarenin am 22. III. 
injiziert. Wie vorauszusehen, erwies sich der Kochextrakt ganz wirkungs- 
los und reagierte der Hund mit der Ausscheidung eines sehr zuckerreichen 
Harnes (Tagesmenge 180 ccm mit einem Gehalte von 4°/, Zucker --71/. g 
Zucker). 

2. Versuch. 

Hund von 5700 g, taglich mit 250g Fleisch unter Zulage von etwas 
Fett gefiittert. Wurde am 25.1. 1909 mit 0,5 g Trypsin, am 9. II. mit 
1 g, am 27. III. mit 11/, g, am 10. IV. mit 2g, am 26. IV. mit 21/, g 
Trypsin, am 13. V. mit 3 g Pankreas, am 21. VI. mit 10g Pankreas vor- 
behandelt. Am 9. VII. reagierte er auf die Injektion von 3 mg Supra- 
renin mit reichlicher Zuckerausscheidung. Am 12. VII. erhielt er um 11 
vorm. 10 g Pankreas intraperitoneal, um 4° nachm. 3 mg Suprarenin; der 
am niachsten Tage ausgeschiedene Harn war zuckerfrei. Also auch 


1) 1. c. Diese Zeitschr. 20, 386. 
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hier prompte Hemmungswirkung. 2 Tage darauf wurde wieder dieselbe 
Suprarenindosis, jedoch ohne Pankreasbeigabe injiziert. Nunmelhr reich- 
liche Zuckerausscheidung. 


3. Versuch. 

Hund, taglich mit 250g Fiecisch und 40g Fett gefiittert. Vor- 
behandlung: 3. IV. 1/, g, 10. IV. 1 g, 26. IV. 14/, g, 5. V. 2g, 24. V. 
2'/, g Trypsin, 27. VI. 5 g Pankreas intraperitoneal. Am 7. VII. (Hunger) 
4" nachm. 9 mg Suprarenin. Der am nichsten Tage gesammelte Harn 
enthalt 28,6 g Zucker. Am 12. VII. Hunger; um 115 vorm. 10g Pan- 
kreas intraperitoneal; um 4° nachm. 9 mg Suprarenin. Der am niachsten 
Tage gesammelte Harn war zuckerfrei. 2 Tage darauf erhielt der 
Hund, wiederum im Hungerzustande, abermals 9 mg Suprarenin, aber 
diesmal ohne Pankreas; er reagierte mit einer Ausscheidung von 18,2 g 
Zucker (Zuckerbestimmungen nach Bertrand). 

Ein Parallelversuch wurde mit einem in ganz gleicher Weise vor- 
behandelten Hunde in der Art vorgenommen, da derselbe im Hunger- 
zustande statt Suprarenin Phlorizin erhielt. Er schied nun, nachdem 
er am 9. VII. um 4" 1/, g Phlorizin subcutan erhalten hatte, im Laufe 
desselben und des niachsten Tages im ganzen 20 g Zucker mit dem Harne 
aus. Am 11. VII. war der Harn wieder zuckerfrei. Am 14. VII. lieBen 
wir den Hund wieder hungern und gaben ihm um 11" 10 g Pankreas 
intraperitoneal, um 4" nachm. !/, g Phlorizin subcutan. Wider Er- 
warten wurde die Phlorizinglucosurie durch das Pankreas nicht nur 


nicht aufgehoben, vielmehr gesteigert, derart, daB im ganzen etwa 50 g 
Zucker eliminiert wurden. 


4. Versuch. 

Hund, mit 250 g Fleisch und 30 g Fett regelmaBig gefiittert. 
Reagiert am 24. X. 1909 auf subcutane Injektion von 5 mg Suprarenin 
mit der Ausscheidung von 3,4 g Zucker (545 Harn mit einem Gehalte 
von 1,62°/, Zucker). Er wird am 20. X. mit 0,8 g Trypsin, am 5. XI. 
mit 1'/. g Trypsin, am 19. XI. mit 2 g Trypsin, am 25. XI. mit 5g 
Pankreas vorbehandelt. Am 3. XII. um 11" vorm. erhilt er 10 g Pankreas 
intraperitoneal und 6 Stunden spater 5 mg Suprarenin sowie auch gleich- 
zeitig 1 g Chloralhydrat injiziert. Der am niichsten Tage gesammelte 
Harn ist zuckerfrei. 

Aus den mitgeteilten Versuchen ergibt sich sonach, da8 
es trotz ausgiebigster immunisatorischer Vorbehand- 
lung mit Trypsin, bzw. Pankreas stets gelungen ist, 
die Suprareninglucosurie durch vorherige intraperi- 
toneale Injektion von feinzerkleinertem Pankreas- 
gewebe prompt zu hemmen. Wir vermochten also den 
Zuelzerschen Fundamentalversuch als solchen vollkommen zu 
bestatigen. Dagegen fiel ein Versuch, die Phlorizinglucosurie 
durch Pankreasinjektion zu hemmen, negativ aus. 
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B. Hemmung der Suprareninglucosurie durch intraperitoneale 
Terpentin- und Aleuronat-Injektionen. 


Da die intraperitoneale Injektion von Pankreasgewebe, die 
in so prompter Weise eine Hemmung der Suprareninglucosurie 
herbeizufiihren vermochte, vermége der Wirkung des tryptischen 
Fermentes regelmaBig mit einer sehr heftigen peritonealen 
Reizung einhergeht und hiufig Fettgewebsnekrose sowie aus- 
gedehnte exsudative und adhisive Entziindungen zur Folge hat, 
lag es nahe, zu versuchen, ob nicht etwa auch einfache 
peritoneale Reize anderer Art die Suprareninglucosurie in 
ahnlicher Weise zu beeinflussen vermégen. Als solche Reize 
wahlten wir die Injektion von Terpentiné] sowie von Aleu- 
ronat-Suspensionen. Es gelang nun tatsaichlich, wenn auch 
nicht immer, so doch in der Mehrzahl der Versuche einen 
positiven Effekt zu erzielen. Wir teilen eine Anzahl derartiger 
positiver Versuche im folgenden mit. 


1. Versuch. 

Hund, 7*/, kg, mit 250 g Fleisch und 30 g Fett regelmaBig ge- 
fiittert. Reagiert am 19. X. 1909 auf Injektion von 4 mg synthet. 
Suprarenins mit einer Ausscheidung von 6,8 g Zucker (470 com Harn 
mit 1,45°/, Zucker). Am 15. X. ist der Harn wieder zuckerfrei. Am 
18. X. erhalt das Tier eine Injektion von 10 g steriler Rindsleber, 
die in der gleichen Weise, wie wir es mit dem Pankreas zu tun pflegten, 
mit der sterilisierbaren Zerreibungsmaschine [Modell des hygienischen 
Institutes in Berlin')] auf das feinste zerkleinert worden war. Eine 
2 Stunden spiter gemachte Suprarenininjektion war von einer Zucker- 
ausscheidung von 1,76 g (220 com Harn mit 0,8°/, Zucker) gefolgt. Die 
Injektion von Lebergewebe vermochte sonach die Suprareninglucosurie 
nicht zu verhindern. 

Am 12. XI. erhielt der Hund 1 com Terpentiné! intraperitoneal 
und 6 Stunden spiter 4 mg Suprarenin. Am niachsten Tage fanden sich 
300 com zuckerfreien Harnes vor. 

Am 16. XI. reagierte der Hund auf eine Injektion von 4 mg 
Suprarenin in normaler Weise mit einer Ausscheidung von 3,27 g Zucker 
(385 Harn mit 0,85°/, Zucker). 


2. Versuch. 
Ein Rattler von 51/, kg Gewicht wird mit 200 g Fleisch und 20 g 
Fett regelmaBig gefiittert. Sein Harn ist zuckerfrei. Er reagiert am 
13. X. 1909 auf eine Injektion von 3 mg synthetischen Suprarenins in 


1) Vgl. Katalog der Vereinigten Fabriken fiir Laboratoriumsbedarf, 
Nr. 147. 
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normaler Weise mit einer Ausscheidung von 4,18 g Zucker (216 com Harn 
mit 1,9°/, Zucker). Am 15. X. ist der Harn wieder zuckerfrei. 

Am 18. X. werden 10 g steriler, feinst zerkleinerter Rindermilz 
ntraperitoneal injiziert und 2 Stunden spiter 3 mg Suprarenin. Die 
darauffolgende Zuckerausscheidung betriigt 3,05 g (250 ccm Harn mit 
1,22°/, Zucker). 

Am 7. XII. um 9 friih wird 1 com Terpentiné| intraperitoneal 
injiziert, um 31/," 31/, mg Suprarenin subcutan. Um 5% geben wir dem 
Hunde, um (aus spater zu erdérternden Griinden) eine ausgiebige Diurese 
zu erzielen, 1 g Diuretin mit 350 ccm Wasser per Schlundsonde; diesmal 
bleibt die Hemmung der Glucosurie aus: In dem in reichlicher Menge 
angesammelten Harne fand sich 2,1 g Zucker (605 ccm mit 0,35°/, Zucker). 

Am 9. XII. erhailt der Hund neuerlich 3'/, mg Suprarenin und 
reagiert prompt mit der Ausscheidung von 3,78 g Zucker (310 ccm 
Harn mit 1,22°/, Zucker. Die folgenden Tage ist der Harn wieder 
zuckerfrei. 

Am 18. XII. erhalt der Hund wieder 1 com Terpentin6] intra- 
peritoneal und 6 Stunden spiater 3!/. mg Suprarenin, diesmal ohne Zusatz 
eines Diureticums. Der an den beiden darauffolgenden Tagen gesammeite 
Harn ist zuckerfrei. 


3. Versuch. 

Ein Foxterrier von 4100 g Gewicht erhalt am 20. XI. 1909 1 ccm 
Terpentin6] intraperitoneal und 8 Stunden ‘spaéter 2 mg Suprarenin, 
Die normale Zuckerausscheidung bleibt aus, 8 Tage spiter wird 
der Hund tot aufgefunden. 


4, Versuch. 

Hund von 6!/, kg, mit 250 g Fleisch und 30g Fett regelmabig 
genabrt, reagiert am 28. X. 1909 auf Injektion von 3 mg Suprarenin 
(subecutan) mit Ausscheidung von 5 g Zucker (500 com Harn mit 1°/, 
Zucker). 

Am 6. XI. werden ihm um 11" vorm. 20cem einer diinnen Aleuronat- 
Emulsion intraperitoneal injiziert, sodann um 9" abends 3 mg Suprarenin 
subcutan. Der in den folgenden Tagen gesammelte Harn ist zuckerfrei, 
und auch noch am 13. XI. vermag eine Injektion der gleichen Suprarenin- 
menge keine Glucosurie auszulésen. 

Dagegen hat am 30. XI. die Injektion von 3 mg Suprarenin die 
Ausscheidung von 5,86 g Zucker (335 com Harn mit 1,75°/) Zucker) 
zur Folge. 


5. Versuch. 

Rattler von 51/, kg. Am 20. XI. Injektion von 20 ccm einer diinnen 
Aleuronat-Emulsion intraperitoneal und 8 Stunden spiter 2!/, mg 
Suprarenin subcutan: keine Zuckerausscheidung. Auch eine am 
22. XI. vorgenommene Wiederholung der Suprarenininjektion blieb ohne 
Effekt. Dagegen war eine solche am 30. XI. von einer Zuckerausscheidung 
von 1,34 g gefolgt. 
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Aus den mitgeteilten Versuchen geht mit Sicher- 
heit hervor, da8 unter Umstinden ein peritonealer 
Reizzustand, wie er durch die Injektion von Terpen- 
tinél oder Aleuronat kiinstlich hervorgerufen werden 
kann, geeignet ist, eine Hemmung der Suprarenin- 
Glucosurie herbeizufiihren, ahnlich derjenigen, wie 
sie nach intraperitonealer Injektion von Pankreas zur 
Beobachtung gelangt. 


111. Uber den EinfluB peritonealer Reize auf die Diurese 
und die Ausscheidung krystalloider Substanzen. 


Als wir nach Feststellung der Tatsache, da8 peritoneale 
teize eine Hemmung der Adrenalinglucosurie herbeizufiihren 
vermégen, nunmehr versuchten, uns iiber die Ursache dieser 
Erscheinung klar zu werden, wurde unsere Aufmerksamkeit 
durch eine wichtige, aus dem Wiener pharmakologischen Institute 
kiirzlich hervorgegangene Untersuchung Leo Pollaks') nach 
einer bestimmten Richtung hingelenkt. Der genannte Autor 
hat namlich die Tatsache festgestellt, daB der Eintritt einer 
Suprarenin-Glucosurie im hohen Grade von der gleich- 
zeitig bestehenden Diurese beeinflu8t wird. Wiahrend 
ein Blutzuckerstand von mehr als 0,25°/, beim Kaninchen auch 
ohne gleichzeitige Diuresteigerurg zu Glucosurie fiihrt, kommt bei 
einem Blutzuckergehalte von 0,15 bis 0,25°/, eine Glucosurie 
nur dann zustande, wenn gleichzeitig kraftige Diurese besteht. 

Es lag nun nahe, daran zu denken, da8 die Hemmung 
der Suprareninglucosurie durch peritoneale Reize etwa mit einer 
durch die letzteren herbeigefiihrten Diuresenhemmung zu- 
sammenhiangen kénnte. 

Ober die Beeinflussung der Zirkulationsverhialtnisse in der 
Niere durch Reizung zentripetaler Nerven liegen Beob- 
achtungen von Roy und von Bradford vor,*) und zwar 
wurde eine Kontraktion der Niere durch Reizung des zentralen 
Ischiadicus- und Vagusstumpfes, in maéBigem Grade auch durch 


1) Leo Pollak, Experimentelle Studien tiber Adrenalin-Diabetes 
(Aus dem pharmakologischen Institute in Wien). Arch. f. experim. Pathol. 
u. Pharmakol. 61, 149, 1909. 

2) Vgl. R. Melzners Artikel iiber Nierenabsonderung in Nagels 
Handb. d. Physiol. 2, 282, 1907. 
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Reizung des zentralen Stumpfes eines Intercostalnerven aus- 
gelost. 


Wir haben nun einige Versuche ausgefijart, um festzustellen, 
inwiefern die Nierenfunktion durch einen durch Injektion von 
Terpentindl oder Pankreasgewebe hervorgerufenen peritonealen 
Reiz beeinfluBt wird, und zwar haben wir uns nicht damit 
begniigt, die Harnmenge zu messen, sondern haben auch die 
Stickstoff- und Kochsalzausscheidung verfolgt. Wie sehr 
unsere Annahme, daB8 die Beobachtung der Harnmenge allein 
kein ausreichendes Urteil iiber eine sich etwa_ einstellende 
Alteration der Nierentiatigkeit gestatten wiirde, berechtigt war, 
hat sich im Laufe unserer Untersuchungen gezeigt. 


Der Tagesharn unserer Versuchshunde wurde in 3 gesonderten 
Anteilen (8° friih bis 4° nachm., 4° nachm. bis 10 oder 12° nachts, 
10 oder 125 nachts bis 8* friih) den nach Falks Methode operierten 
weiblichen Hunden mit dem Katheter entnommen und analysiert. Es 
wurde nur einmal des Tages, und zwar um 10 bzw. 12" abends gefiittert. 
Es brachte dies den Vorteil mit sich, daB, falls nach der intraperitonealen 
Injektion Wiirgbewegungen eintraten, der Magen bereits leer war und 
eine Verunreinigung des Harnes durch Mageninhalt demnach nicht zu 
hefiirchten war. 


Der Harnstickstoff wurde naci: Kjeldahl, die Chloridausscheidung 
nach Volhard nach Vorbehandlung des Harnes in der von Mering') 
fir Hundeharn angegebenen Weise (Erwirmen mit Zinkstaub unter Zusatz 
von Schwefelsiiure am Wasserbade) vorgenommen. 


1. Versuch. 


Hiindin, 7300 g schwer, wurde nur einmal tiglich, und zwar um 
12° nachts mit 400 g rohen, gehackten Fieisches gefiittert. Erhielt am 
27. V. um 8" friih 1 ccm Terpentinél intraperitoneal, um 2'/,> 4 mg 
Adrenalin subcutan. Es gelang in diesem Falle nicht, die Glucosurie 
hintanzuhalten. 

Harnmenge: 
Harn gesammelt am 24. V. 25. V. 26. V. 
um 
8° friih 153 129 


Inj. von > 
Terpentin 418 


4" nachm. 149 87 
12" nachts f 40 92 


331 342 308 





1) Mering, Zeitschr. f. physiol. Chemie 8, 232. 
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Harn gesammelt am 
um 


8» friih 


4" nachm. 
12" nachts 


Harn gesammelt am 
um 
8» friih 


4° nachm. 
12° nachts 
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N-Ausscheidung: 
24. V. 25. V. 26. V. 27.V. 28.V. 
5,63 5,87 6,19 
Inj. v 
Serpeatia 11,70 
5,46 5,48 2,45 
1,63 1,48 1,92 2,49 
12,57 13,27 11,13 
NaCl-Ausscheidung: 
24. V. 25. V. 26. V. 27. V. 28. V. 
0,1376 0,1224 0,0903 
Inj. 
Boe. foam 
0,3296 0,2011 0,0435 
0,1346 0,0984 0,0260 0,0368 
0,5656 0,3495 0,1706 


Die Betrachtung unserer Versuchszahlen ergibt, da8 die 
Terpentininjektion ein temporires Absinken der Harnmenge, 
der N- und der NaCl-Ausscheidung bewirkt hatte; dasselbe ist 
hinsichtlich der Harnmenge am _ wenigsten, hinsichtlich der 


Kochsalzausscheidung am deutlichsten ausgepragt. 


Zieht man 


die um 8" friih und 4° nachm. gesammelten Harnmengen zu- 
sammen, so ergibt sich fiir den Vortag der Injektion eine 
NaCl-Ausscheidung von 0,3235, fiir den Tag nach der Injektion 
0,3026, also etwa der gleiche Wert, fiir den Tag der Injektion 
selbst aber nur 0,1338, also weniger als die Halfte. Die N-Aus- 
scheidung zeigt ein ahnliches Verhalten. 

Das Verhalten der NaCl-Ausscheidung wurde noch deutlicher, 
als wir der Nahrung Kochsalz zusetzten. 


2. Versuch. 


Der Hund vom Versuch 1 wurde taglich um 10° abends mit 400 g 


Fleich unter Zulage von 1 g Kochsalz gefiittert. 


Am 9. VI. um 8° friih 


intraperitoneale Injektion von 2 ccm Terpentinél, um 115/," subcutane 


Injektion von 3'/, mg Suprarenin. 


zuckerfrei. 


Harn entnommen am 


um 
8 friih 


4° nachm. 
10° abends 


Der spiter gesammelte Harn war 





Harnmenge: 
6. VI. ym i 8. VI. 9. VI. 
143 147 160 130 
Inj. von 
Terpentin 
90 87 117 60 
50 55 57 56 
283 289 334 246 
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N-Ausscheidung: 
Harn entnommen am 6. VI. 4. Vi 8. VI. 9. VI. 
um 
8° friih 7,69 y By | 7,46 7,34 
Inj. von 
Terpentin 
4° nachm. ? 3,58 4,80 1,95 
10° abends 2,22 1,94 2,31 2,22 
4 13,29 14,57 11,51 
NaCl-Ausscheidung: 
Harn entnommen am 6. VI. 7. Fa 8. VI. 9. VI. 
um 
8 friih 0,5870 0,8673 0,5120 0,5525 
Inj. von 
Terpentin 
4° nachm. 0,6030 0,5046 0,6787 0,0780 
11 abends 0,2475 0,1677 0,2109 0,0812 





1,4375 1,5396 1,4016 0,7117 


In diesem Falle war der Effekt der Terpentininjektion 
ein auBerordentlich eklatanter: wir finden in der nach der In- 
jektion gesammelten Harnportion weniger als die Halfte des 
N und weniger als */, des NaCl, wie in der analogen Harn- 
portion des Vortages. 

Zwei weitere Versuche analoger Art wurden mit der In- 
jektion von Pankreas ausgefiihrt. 


3. Versuch. 


Hund erhalt nach 3tagiger Vorperiode, wobei er regelmaiBig um 
10 nachts ebenso wie der Hund im 2. Versuche gefiittert wird, am 
23. VI. 1910 um 9%/," friih 5 g Pankreas intraperitoneal, sodann um 
121/," mittags 3!/. mg Suprarenin subcutan. Der in der ersten Periode 
entleerte Harn ist zuckerfrei; in den beiden nichsten Perioden (4° 
nachm. bis 8" friih) sistiert die Harnsekretion ginzlich, Da der Hund 
am selben Abend die Nahrung verweigert, mu8 der Versuch abgebrochen 
werden. 


Harnmenge: 
Harn gesammelt am 20.VI. 21.VI. 22. VI. 23. VI. 24; VI. 
um 
8 friih 117 119 121 >—>B161 @) 

Injektion 
4. ¥: Pankreas 

4” nachm. 46 79 72 «| 108 

12° nachts 45 46 A_- D 





208 244 
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N-Ausscheidung: 
Harn gesammelt am 20.VI. 21.VI. 22. VI. 23. VI. 24. VI. 
um 
8 friih 4,43 4,74 5,13. ->B 10,07 
| Injektion 
v. Pankreas 
4" nachm. 1,91 2,49 2,58 2,03 
12° nachts 1,06 0,38 , ‘ 
7,40 7,61 


NaCl-Ausscheidung: 


Harn gesammelt am VI. G2.VL @ VL 23. VI. 2. VI. 
um 
8 friih 0,3920 0,5340 0,780 + >B0,9528 
Injektion 
4 v. Pankreas 
4" nachm. 0,4117 0,5372 0,3360 0,2484 
12° nachts 0,0902 0,0759 ; , 





0.8939 1,147] 


Obiger Versuch ist recht instruktiv. Wir vermissen hier 
nach Pankreasinjektion und darauffolgender Suprarenininjektion 
zunachst jede Verminderung in der Menge der Harnfliissigkeit ; 
auch die Menge des ausgeschiedenen Stickstoffes ist nicht ver- 
mindert. Dennoch ist die Suprareninglucosurie ausgeblieben, 
und gleichzeitig macht sich auch ein merkliches Zuriickgehen 
der NaCl-Ausscheidung bemerkbar. Wie sehr aber die Nieren- 
funktion gelitten hat, geht schon daraus hervor, daB einige 
Stunden nach der Pankreassekretion die Harnbildung gianzlich 
sistiert, derart, daB iiber 16 Stunden lang Anurie besteht. 





Auch in dem folgenden Versuche tritt die Erscheinung 
zutage, da die Fahigkeit der Niere, Kochsalz zu eliminieren, 
erheblich gelitten haben kann, ohne daB eine Verminderung der 
ausgeschiedenen Fliissigkeitsmenge bemerkbar ware. 


4. Versuch. 


Derselbe Hund, der zu den beiden vorbeschriebenen Terpentinver- 
suchen gedient hatte, wurde wiederum taglich einmal um 12" nachts 
mit 400 g rohen gehackten Fleisches unter Zugabe von 1 g Kochsalz 
gefiittert. Am 8. VII. um 9 vormittags erhielt er 5 g Pankreas sub- 
cutan und um 2" 3!/, mg Suprarenin subcutan. Der spater ausgeschiedene 
Harn war zuckerfrei. 
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Harnmenge: 
Harn gesammelt am 5. VII. 6. VII. 47. Vike 8. VII. 
um 
8® friih 104 183 128 132 
Injektion von 
Pankreas 
4° nachm. 87 105 95 96 
10° abends 38 44 38 45 
229 332 261 273 
N-Ausscheidung: 
Harn gesammelt am 5. VII. 6. VII. 4. ¥as 8. VII. 
um 
8 friih 8,25 6,52 6,70 6,98 
Injektion von 
Pankreas 
4" nachm. 5,34 7,06 7,02 4,28 
10° abends 1,47 2,22 1,72 1,94 
15,06 15,80 15,44 13,20 


NaCl-Ausscheidung: 
Harn gesammelt am 5. VII. 6. VIL. 7. Vi. 8. VI. 





um 
8 friih 0,692 0,314 0,563 0,488 
Injektion von 
Pankreas 
4 nachm. 0,809 0,630 0,622 0,278 
10° abends 0,253 0,320 0,285 0,042 
1,754 1,264 1,470 0,808 


Wir legten uns nunmehr die Frage vor, ob eine heftige 
peritoneale Reizung auch unabhangig von dem Schmerzeffekte, 
namlich am enthirnten bzw. narkotisierten Tiere, einen un- 
mittelbaren Effekt im Sinne einer reflektorischen 
Hemmung der Diurese geltend macht. 


5. Versuch. 

Katze von 2!/, kg, enthirnt, kiinstliche Atmung. Der Harn wird 
aus einer Blasenkaniile aufgefangen und seine Entleerung mit Hilfe eines 
elektrischen Tropfenzihlers registriert. Eine Salz-Diurese wurde [den 
Angaben von Magnus entsprechend] durch intravenése Infusion einer 
7 bis 8°/,igen Natriumsulfatlésung eingeleitet, und zwar lieBen wir, um 
eine ganz gleichmaBige Infusion zu erzielen, nach dem Vorgange von 
Straub und Kretschmer!) die Salzlésung unter Druck durch eine 
Capillarréhre hindurch in die Vene einstrémen (1,6 ccm pro Min.). Wir 
erzielten so eine recht gleichmaBige Diurese im Laufe von °/, Stunden 
(4 bis 6 Tropfen pro Minute), die keine auffillige Veranderung erfuhr, 
als wir 1 com Terpentin6l intraperitoneal injiziert hatten. 


1) Kretschmer, Dauernde Blutdrucksteigerung durch Adrenalin. 
Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 57, 423, 1907. 





O. v. Fiirth und C. Schwarz: 


6. Versuch. 

Analoger Versuch an einer 3 kg schweren, in Morphin - Ather- 
narkose befindlichen Katze. Infusion von 1 com Na,SO, 7,8°/, pro Minute, 
Lebhafte Diurese (40 bis 60 Tropfen in der Minute), die auch durch 
intraperitoneale Injektion von 5 ccm Trichloressigsaéure 10°/o, sowie 
von 5 ccm konzentrierten Ammoniaks keine Einschrinkung erfuhr. 

Von einem etwa durch einen Krampf der NierengefaiBe 
hervorgerufenen reflektorischen Stillstande der kiinstlich ver- 
mehrten Diurese ist hier also sicherlich keine Rede. 

Wir haben nun aber weiterhin, um sowohl den EinfluB 
der Narkose als auch den einer kiinstlichen Diurese aus- 
zuschalten und um unsere Versuchstiere unter méglichst nor- 
malen physiologischen Bedingungen beobachten zu kénnen, 
Hunden eine permanente Blasenfistel angelegt und die- 
selben einige Tage spiter in einem Gestelle, wie es Pawlow 
zur Fixierung seiner Magenfistelhunde anwendet, aufgestellt und 
so beobachtet, wobei der Harn in einem kleinen MeBSzylinder 
aufgefangen wurde. 


7. Versuch. 
MittelgroBer Hund, seit 1 Tag hungernd. Blasenfistel 3 Tage vor- 


her angelegt. Hund wird um 11" in das Pawlowsche Gestell ge- 
bracht. Die in 10 Minuten abgesonderte Harnmenge betrug: 11" 12’ bis 
115 42’: 1,7 com; 11° 42’ bis 11° 57’: 1,3. cem; 11°57’ bis 12° 50’: 1,1 com; 
12" 50’ bis 1°10’: 1,1 com; 1°10’ bis 2° 15’: 1,1 ccm; 2" 15’ bis 2® 55’: 1,1 com; 
2 55’ bis 3" 10’: 1,2 com, Nunmehr wurde 1 com Terpentin®6] injiziert. 
Es stellten sich heftige SchmerzensiuBerungen nebst Wiirgen und Er- 
brechen ein, die spater einer Apathie Platz machten. Die Harnab- 
sonderung betrug 3" 17’ bis 3" 27’: 1,1 ccm; 3° 27’ bis 3" 37’: 4,4 com; 3* 37’ 
bis 3 47’: 1,5 ccm; 3® 47’ bis 3" 57’: 1,6com; 3°57’ bis 5° 17’: 0,7 bis 1,1 oom; 
5°17’ bis 6" 27’: 0,8 bis 1,0 com. 


8. Versuch. 

Der Versuch wird an demselben Hunde einige Tage spater wieder- 
holt. Derselbe wird um 10°30’ in das Pawlowsche Gestell gebracht. 
Die Harnabsonderung betriigt 10" 50’ bis 11°14’: 1,6cem; 11" 14 bis 1°: 
1,2 bis 1,3 com in 10 Minuten. Nunmehr um 1" 4’ intraperitoneale In- 
jektion von 1 com Terpentiné!: 1° 4’ bis 2" 2’: 1,1 com Harn in 10 Mi- 
nuten; 2°2’ bis 3°41’: 1,1 com; 3°41’ bis 6" 24’: 0,8 ccm; 6° 24’ bis 8" 23’: 
0,7 ceom. (Der Hund stirbt in der folgenden Nacht.) 

Sonach war auch unter méglichst normalen Verhiltnissen 
von einer ausgiebigen Verminderung der Harnmenge durch den 
heftigen peritonealen Reiz nichts zu merken. 
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Nun hatten uns aber unsere oben mitgeteilten Versuche 
dariiber belehrt, daB die Sekretionstitigkeit der Niere in bezug 
auf die Ausscheidung der gelésten Harnbestandteile eine 
weitgehende Alteration erfahren kann, ohne daB das Wasser- 
eliminationsvermégen deswegen eine auffallende Anderung 
zeigen miBte. 

Wir haben daher an einem Blasenfistelhunde einen Ver- 
such in der Art ausgefiihrt, da8 nicht nur die Menge der 
Harnfliissigkeit gemessen, sondern auch der Kochsalz- 
gehalt der einzelnen Harnportionen bestimmt wurde. 


9. Versuch. 

Ein Vorversuch ergibt zunachst, daB die Kochsalzausscheidung bei 
einem hungernden Blasenfistelhunde ausreichend gleichmaBig ist: 

I. Periode in der Dauer von 1°28’: Harnmenge 17,3 ccm. In 
10 ccm Harn: 0,075 g Kochsalz. 

II. Periode in der Dauer von 1°53’: Harnmenge 17,0 com. In 
10 cem Harn: 0,089 g Kochsalz. 

III. Periode in der Dauer von 1°36’: Harnmenge 12,0 ccm. In 
10 ccm Harn: 0,084 g Kochsalz. 

Einige Tage spater wurde der im Hungerzustande befindliche Hund 
neuerlich in das Gestell gebracht und die Wirkung einer Terpentin- 
Injektion in das Peritoneum beobachtet. (Dieselbe war unmittelbar 
von SchmerzensiuBerungen, 3maligem Erbrechen, Abgang von Kot und 
Speichelsekretion begleitet.) 

A nd. Harnmenge In10cem Harn Im Laufe 1 Stunde 

57 Minuten “dl NaCl Monge wurden abgesondert: 

I. Periode NaCl Wasser Kochsalz 

10° 5’ bis 11°27’ = Mittel: 2,0 com 0,121 g 12,2 ccm -+- 0,148 g 
II. Periode 

11” 27’ bis 12° 45’ / ae 0,136 g 10,3 , +0,140 g 


Terpentin-Injektion 
1519’ 
III. Periode 
1” 197 bis 3° 02’ 13 ,, 0,052g 7,6 ,, +0,040¢ 
IV. Periode 
3° 02’ bis 4* 42’ a 0,063g 83 ,, +0,052¢ 
Es tritt sonach auch hier wiederum dieselbe Erscheinung 
zutage, die wir bereits bei unseren friiheren Versuchen be- 
obachtet haben: Wiahrend die Menge des abgesonderten 
Harnwassers nur eine wenig auffallende Verminderung 
erfahren hatte, hat die Kochsalzausscheidung eine 
auBerordentlich starke EinbuBe erlitten, derart, daB 


auf der Héhe der Wirkung des peritonealen Reizes 
Biochemische Zeitschrift Band 31. 9 
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weniger als */, des friiheren Quantums in der Zeit- 
einheit eliminiert wurde. 

Diese Beobachtung gibt uns nun auch den Schliissel zum 
Verstandnisse der Tatsache, wieso ein peritonealer Reiz, sei er 
nun durch die Injektion von Pankreasgewebe, von Terpentin, 
Aleuronat usw. bedingt, befahigt ist, die Suprareninglucosurie 
zu hemmen: Was fiir das Kochsalz gilt, wird sicherlich in 
noch héherem Grade fiir den Zucker gelten, der ja unter 
normalen Verhiltnissen von der Niere zuriickgehalten wird und 
erst dann, wenn der Blutzucker ein gewisses Niveau iibersteigt, 
die Nierenepithelien zu durchdringen vermag. Ebenso wie 
die Niere unter dem Einflusse des peritonealen Reizes 
dem Kochsalze gegeniiber in ihrer Leistung versagt, 
versagt sie eben auch dem Zucker gegeniiber, derart, 
daB sie auf ein Blutzuckerniveau, das unter normalen 
Verhaltnissen zu Glucosurie fiihrt, jetzt nicht mehr 
mit Zuckerausscheidung reagiert. 

Falls diese Auffassung richtig ist, bleibt also die Supra- 
reninglucosurie nach intraperitonealer Pankreasinjektion infolge 
der verminderten Nierenleistung aus, trotzdem die Aus- 
schiittung in Form von Glykogen in der Leber aufgestapelten 
Zuckers in normaler Weise erfolgt und das Blutzuckerniveau 
iiber die Norm gestiegen ist. Wir haben uns nun auch 
noch von der letztgenannten Tatsache iiberzeugt, um die Be- 
weiskette zu schlieBen. 


9. Versuch. 


Um zunichst festzustellen, in welchem Umfange das Blutzucker- 
niveau eines Hundes auf eine an sich kleine Suprarenindosis, wie sie bei 
unseren Versuchen in Betracht kommt, reagiert, wurden einem 10 kg 
schweren Hunde 10 ccm Blut aus einem Einschnitte in das Ohr ent- 
nommen und in 3 ccm einer (frisch in einem Platintiegel bereiteten!) 
4°/,igen Natriumfluoridlésung aufgefangen. Die Blutzuckerbestimmung 
wurde nach dem Schenckschen Verfahren durchgefiihrt, jedoch mit der 
Abweichung, da8B wir die Titration des Zuckers nach Bertrand vor- 
nehmen. Es fand sich so ein Blutzuckergehalt von 0,108°/). 

Eine Woche spiter erhielt derselbe Hund 5 mg Suprarenin subcutan, 
worauf er mit reichlicher Zuckerausscheidung reagierte. In einer 31/, 
Stunden nach der Injektion entnommenen Blutprobe fand sich nunmebr 
0,165°/, Zucker. Die Erhéhung des Blutzuckerniveaus ist hier nicht sehr 
hochgradig, offenbar deswegen, weil die Zuckerausschiittung nicht sehr 
schnell erfolgt. 
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Wir haben nun einem anderen Hunde von gleichem Gewichte 12 com 
Blut aus dem Ohre entnommen und darin 0,081°/, Zucker gefunden. 

6 Tage spater erhielt der Hund um 11" vorm. 6 g steriles Pan- 
kreas vom Rinde intraperitoneal injiziert, um 4° nachm. 5 mg Supra- 
renin subcutan; um 71/," abends wurden ihm 10 ccm Blut entnommen. 
Es fand sich darin ein Zuckergehalt von 0,14°/,. 

Eine merkliche Erhéhung des Blutzuckerniveaus hatte sich 
hier also eingestellt, trotzdem der am nichsten Tage gesammelte 


Harn sich zuckerfrei erwies. 


IV. SchluBfolgerungen. 


Wir gelangen sonach zu dem SchluBergebnisse, daB das 
Ausbleiben der Suprareninglucosurie nach intraperitonealer In- 
jektion von Pankreaspraparaten durch eine infolge des perito- 
tonealen Reizes sich einstellende Alteration der Nierenfunktion 
hinreichend erklart ist und da8 diese Erscheinung keineswegs 
die Annahme eines geheimnisvollen Antagonismus zwischen den 
,,Hormonen“‘ des Pankreas und der Nebenniere erfordert. 

Diese Erklarung ist nicht ohne weiteres auf jene Ver- 
suche Zuelzers und seiner Nachfolger anwendbar, bei denen 
die Pankreaspriparate nicht intraperitoneal, sondern subcutan 
bzw. intravendés beigebracht wurden. 

Man wird jedoch bei Beurteilung dieser Versuche immer- 
hin alles das in Betracht ziehen miissen, was wir iiber die 
hochgradige Toxizitét der Pankreaspraiparate bei jeder Appli- 
kationsform wissen.’) 

Wir erinnern z. B. daran, daB Achalme nach subcutaner 
Injektion von Pankreatinlésungen bei Meerschweinchen aus- 
gedehnte Nekrosen erhielt und da8B v. Bergmann Hunde, 
denen er ohne entsprechende Vorbehandlung das ganze Pankreas 
eines fremden Individuums implantiert hatte, stets nach 
langstens 20 Stunden zugrunde gehen sah. Wir weisen ferner 
darauf hin, daB auch Zuelzer*) jene Menschen, denen er 
seine durch Vorbehandlung teilweise entgifteten Pankreas- 
praparate intravendés beigebracht hatte, darauf vielfach mit 
Schiittelfrost, mehrtégigem Fieber und schlechtem Befinden 
reagieren sah. 


1) Vgl. die Literaturangaben in unserer Arbeit. Diese Zeitschr. 20, 385, 


%)le 
g* 
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Wir erinnern weiterhin an die oben zitierten Beobach- 
tungen, aus denen zur Geniige hervorgeht, daB Schad- 
lichkeiten der verschiedensten Art (wie Fieber, Nieren- 
schaidigung und Diuresenhemmung, Pepton, Hirudin und andere 
Lymphagoga) die Suprareninglucosurie zu hemmen vermégen.') 
Es liegt wohl auf der Hand, da8 Schadlichkeiten ahnlicher 
Art sehr wohl auch bei der subcutanen und intravenésen 
Applikation von Pankreaspraiparaten eine gewichtige Rolle 
spielen kénnen; jedenfalls sind eingehende und sorgfaltige 
Untersuchungen erforderlich, um die Fehlerquellen dieser Art 
mit Sicherheit auszuschlieBen. 

Ohne also dem Ergebnisse derartiger Untersuchungen in 
dem einen oder anderen Sinne vorgreifen zu wollen, halten wir 
vorliufig den Beweis fiir einen Antagonismus zwischen den ,,Hor- 
monen“ des Pankreas und der Nebenniere durch die vorliegenden 
Beobachtungen itiber Hemmung der Suprareninglucosurie durch 
Injektion von Pankreaspraparaten keinesfalls fiir erbracht. 

Da8 der Einflu8 des lebenden Pankreas auf den Kohlen- 
hydratstoffwechsel, der zu den bestfundierten Tatsachen der 
Physiologie gehért, durch unsere Feststellungen nicht tangiert 
wird, bedarf wohl kaum einer Erwaihnung. Nicht um diese 
Frage handelt es sich, sondern um die Frage, ob es méglich 
sei, die machtige Wirkung, die das Pankreas zweifellos auf den 
Kohlenhydratstoffwechsel im lebenden Organismus ausiibt, so- 
zusagen an das Reagensglas zu bannen und auf prapara- 
torischem Wege wirksame ,,Pankreashormone“ zu be- 
reiten — und in dieser Hinsicht scheinen uns allerdings 
Zweifel sehr am Platze zu sein. 

Zum Schlusse méchten wir noch darauf hinweisen, dab 
man fortan bei jeder die Zuckerausscheidung betreffenden 
Untersuchung mit der Tatsache zu rechnen haben wird, da 
Schidlichkeiten und Eingriffe, welche die Ausscheidung des 
Harnwassers nicht einmal merklich zu beeinflussen brauchen, 


1) Vgl. diesbeziiglich den Artikel von Morawitz iiber Koch- 
salzsekretion im Fieber in Oppenheimers Handb. d. Biochem. 4, 
2. Teil, S. 287ff, sowie auch die Angaben von v. Noorden iiber den 
vermindernden Einflu8 mancher interkurrenter Krankheiten, insbesondere 
von Nierenaffektionen auf die Zuckerausscheidung beim Diabetes im 
Handb, d. Pathol. d. Stoffw. von C. v. Noorden, 2, 67, 1907. 
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dennoch die Nierenfunktion im Sinne einer Hemmung der 
Zuckerelimination verindern und schwerwiegende Tauschungen 
in bezug auf die Vorgange des Kohlenhydratstoffwechsels her- 
beifiihren kénnen. Zahlreiche experimentelle Untersuchungen, 
gerade aus den letzten Jahren, die den LEinfluB  ver- 
schiedener Organe sowie toxikologischer und operativer Ein- 
griffe auf die Bildung und den Verbrauch des Zuckers zum 
Gegenstande haben, bediirfen von diesem Gesichtspunkte aus 
einer Revision. 


Zusammenfassung. 


1. Die Beobachtungen Zuelzers u. a. iiber die Hemmung 
der Suprareninglucosurie durch Injektion von Pan- 
kreasgewebe werden bestatigt. Es ergibt sich, daB diese 
Hemmung auch nach ausgiebiger immunisatorischer Vorbehand- 
lung der Versuchstiere mit Trypsin- bzw. Pankreaspraparaten 
prompt erfolgt. 

2. Eine analoge Hemmung der Suprareninglucosurie kann 
auch erzielt werden, wenn man, anstatt Pankreasgewebe 
intraperitoneal zu injizieren, einen peritonealen Reizzustand durch 
Injektion von Terpentin6l oder Aleuronat herbeifiihrt. 

3. Ein derartiger peritonealer Reizzustand vermag, ohne 
daB die Ausscheidung der Harnfliissigkeit als solche 
dabei eine auffallende Verminderung erfahren miiBte, die 
Sekretionstatigkeit der Niere derart zu beeinflussen, daf die 
Ausscheidung der gelésten Harnbestandteile erheblich ab- 
nimmt. Eine solche von der Menge des Harnwassers unab- 
haingige Abnahme konnte sowohl fiir den Stickstoff als auch 
besonders fiir die Chloride des Harnes direkt festgestellt 
werden. 

4. Die Hemmung der Suprareninglucosurie durch intra- 
peritoneale Injektionen von Pankreasgewebe findet durch 
eine derartige Alteration der sekretorischen Nierentatigkeit eine 
ausreichende Erklarung, ohne daB die Annahme eines Antagonis- 
mus spezifischer, den Kohlenhydratstoffwechsel beeinflussender 
Pankreas- und Nebennierenhormone herangezogen werden miiBte. 

5. Die Annahme, da8 die Hemmung der Suprareninglucos- 
urie durch subcutane Injektionen von Pankreaspraparaten 
auf einen derartigen Antagonismus zuriickzufiihren ist, setzt 
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die bisher mangelnde Beweisfiihrung voraus, da8 keine der 
Schidlichkeiten, die angesichts der hochgradigen Toxizitét der 
Pankreaspraparate hier in Betracht kommen (wie z. B. Fieber, 
Alterationen der Nierentatigkeit) fiir die in Rede stehende Er- 
scheinung eine ausreichende Erklarung bietet. 

6. Die Nichtbeachtung der Tatsache, daB die verschiedensten 
Schadlichkeiten und Eingriffe, welche die Ausscheidung des 
Harnwassers nicht einmal merklich zu beeinflussen brauchen, 
dennoch die Nierenfunktion im Sinne einer Hemmung der 
Zuckerelimination weitgehend zu verandern vermégen, kann 
bei experimentellen Arbeiten, die den EinfluB verschiedener 
Faktoren auf den Kohlenhydratstoffwechsel betreffen, zu groben 
Tauschungen AnlaB geben. 














Zur Kenntnis der Bindungsweise himolytischer 
Amboceptoren. 
Von 
K. Kawashima (Tokio). 
(Aus der Bakteriologischen Abteilung des Pathologischen Institute der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 18. Januar 1911.) 


In einer friiher erschienenen Arbeit hat von Poggenpohl!') 
iiber Untersuchungen berichtet, die einige die Bindungsweise 
hamolytischer Amboceptoren betreffende Fragen zum Gegenstand 
hatten. Es hatte sich gezeigt, daB zwischen den von Ka- 
ninchen und von Ziegen stammenden Amboceptoren, die durch 
Vorbehandlung mit derselben Blutart entstanden sind, charak- 
teristische Differenzen bestehen. Von den von der Ziege 
stammenden Amboceptoren wird offenbar stets nur ungefahr 
eine lésende Dosis von den Blutkérperchen gebunden, auch 
wenn ihnen ein erhebliches Multiplum derselben dargeboten 
wird. Auf der anderen Seite binden die Blutkérperchen eine 
wechselnde Zahl von Einheiten der vom Kaninchen stammen- 
den Amboceptoren, in jedem Fall eine gréBere Anzahl der- 
selben. Beide Typen der Bindungsweise waren bereits aus den 
friiheren Mitteilungen iiber Hamolysine von Ehrlich und 
Morgenroth®) bekannt. Jedoch erst jetzt konnte die An- 
nahme ausgesprochen werden, daf diese verschiedene Art der 
Bindung nicht von der Art der bindenden Blutkérperchen, 
sondern von der Spezies des die Amboceptoren liefern- 
den Tieres abhingig und fiir diese bezeichnend sei, 


1) Poggenpohl, diese Zeitschr. 22, 1909. 
2) Ehrlich und Morgenroth, Berl. klin. Wochenschr. 1901, 
Nr. 21 und 22. 
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Aus technischen Griinden wurden bisher meist Kaninchen, 
seltener Ziegen, zur Gewinnung der hamolytischen Amboceptoren 
benutzt, und deshalb liegen in dieser Hinsicht iiber die Ambo- 
ceptoren anderer Tiergattungen nur geringe Materialien vor. 
Vor allem fehlt es an Angaben, welchem der beiden hier ge- 
nannten Typen sich die Amboceptoren anderer Tierspezies 
anschlieBen. 

Eine Ausfillung dieser Liicke erscheint wiinschenswert, 
und ich habe deshalb das Verhalten einiger vom Hunde 
stammenden Amboceptoren untersucht. 

Das Serum der zur Gewinnung der Amboceptoren dienen- 
den beiden Hunde wurde zunichst vor der Immunisierung 
untersucht, und zwar zuerst im aktiven Zustande und dann 
nach der Inaktivierung durch halbstiindiges Erwirmen auf 56°. 
Es zeigte sich, daB es in aktivem Zustande auf Ziegenblut die 
bekannte, ziemlich starke haimolytische Wirkung ausiibt, daB 
es aber, einmal inaktiviert, durch Meerschweinchenserum in 
der iiblichen Weise nicht reaktiviert werden kann. Wir geben 
unten die Versuche wieder, zu denen je 1 ccm einer 5°/,igen 
Aufschwemmung von 2mal mit Kochsalzlésung gewaschenem 
Ziegenblut verwendet wurde; als Komplement diente 1 ccm 
frischen Meerschweinchenserums. 








Hund I 


inaktiv -+- aktiv inaktiv + 
| Komplement Komplement 


des normalen © 
Hundeserums 
—. 


0,5 komplett wenig komplett sehr wenig 


” ” ” | ” ” 


aktiv 


” 


fast komplett Spur Schleier | Spur 
wenig i stark Spiirchen 
Spur | Spiirchen | Spiirchen | minimal Spiirchen 
0 | 0 0 ' 0 
0 (Kompl. allein) 0 0 
0 0 








Es geht aus diesem Versuch die fiir die Beurteilung der 
weiteren Ergebnisse als wesentlich in Betracht kommende Tat- 
sache hervor, daf8 der im normalen Hundeserum vorhandene, 
auf Ziegenblut wirkende Amboceptor durch das Inaktivieren 
des Serums ausgeschaltet wird, also in den folgenden Versuchen 
nicht in Frage kommt. 
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Dem Hund I wurden am 29. IV. und 18. V. je 40 ccm 
Ziegenblut subcutan injiziert, am 31. V. nochmals 27 ccm, am 
6. VI. wurde er entblutet. Hund II erhielt auch subcutan am 
5. VII. 30 com und am 12. VII. 45 ccm Ziegenblut, am 19. VII. 
wurde er entblutet. Die komplett lésende Dosis des Amboceptors 
von Hund I fiir 1 ccm 5°/,iges Ziegenblut, bei Anwendung von 
0,1 ccm Meerschweinchenserum als Komplement betrug 0,02. 
Bei Hund II 0,003 (spater 0,004). 

Der Bindungsversuch wurde in der Weise angestellt, daB zu 5 ccm 
der 5°/,igen Blutaufschwemmung wechselnde Mengen des Amboceptors 
zugesetzt wurden. Die Gemische wurden unter éfterem Schiitteln 1 Stunde 
bei 37° im Brutschrank gehalten und hierauf das Sediment abzentrifugiert. 
Das Sediment wurde 2mal in physiologischer Kochsalzlésung gewaschen, 
hernach auf das urspriingliche Volum aufgefiillt und zu je 1 ccm des- 
selben 0,1 ccm Meerschweinchenserum zugesetzt. Von dem Abgu8 wurden 
wechselnde Mengen zu 1 ccm 5°/,igen Ziegenblutes, zusammen mit je 
0,1 com Meerschweinchenserum zugesetzt. 

Die Mengen des zum ersten Versuch benutzten Serums des 
Hundes I sind aus untenstehender Tabelle zu entnehmen, 
ebenso das Resultat der Untersuchung des Abgusses. Das 
Sediment wurde in allen Fallen nach Komplementzusatz voll- 
standig gelést. 


Menge des Menge des Menge der Zahl der 
5°/, igen Ziegen-H unde- physiol. lésenden 
Ziegenblutes Amboceptors NaCl-Lésung Dosen 
ccm ecm ecm 
5,0 0,5 0,5 d. h. 5f. 
5,0 0,6 0,4 6f. 
5,0 0,7 0,3 74 
5,0 1,0 0 10 f. 








Menge 
des Abgusses on ; 
ecm ' ee | ‘ 6f. 7f. 10. 


Urspriingl. lésende Dosis 


1,0 wenig wenig wenig 
0,5 minimal Spiirchen, Spiirchen | Spiirchen Spiirchen 
0 


0 
0 (Blut allein) 0 _ _ oun 





Es geht aus diesem Versuch hervor, da8 die Blutkérperchen 
von diesem Amboceptor mindestens das 10fache der lésenden 
Dosis zu binden vermégen. 

Ein zweiter Versuch mit dem Amboceptor des Hundes II, 
der unter denselben Bedingungen ausgefiihrt wurde, ergab ein 
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Resultat, das mit dem eben geschilderten in Einklang stand. 
Es wurden nur 2 com 5°/,igen Ziegenblutes verwendet, die 
dann auf 3 ccm aufgefiillt wurden. Zu 1,5 ccm des Abgusses 
wurden 1 ccm frischen 5°/,igen Ziegenblutes und 0,1 ccm Meer- 
schweinchenserum als Komplement zugesetzt. 1 ccm 2mal 
gewaschenen Sediments wurde bei Zusatz von 0,1 ccm Meer- 
schweinchenserum vollstandig gelést. Das Verhalten des Ab- 
gusses ergibt sich aus folgender Zusammenstellung: 





Zahl 
der lésenden Dosen AbguB 


10 f. stark 

11 f. Schleier 
12 f. komplett 
13 £. 
14 f. 
15 f. 





Es geht aus diesem Versuch hervor, daf hier das 10fache 
der lésenden Dosis nicht mehr vollstandig gebunden wird. 

Es scheint also, daB sich der vom Hunde stammende, auf 
Ziegenblut wirkende Amboceptor dem Typus der vom Kaninchen 


stammenden Amboceptoren anschlieSt. Das Verhalten der ge- 
bundenen Amboceptoren (vom Kaninchen stammend) nach Zu- 
fiigen neuer Blutkérperchen wurde in Anschlu8 an Morgen- 
roths’) friihere Versuche von Philosophow*) eingehender 
untersucht. Nachdem auch fiir Hundeamboceptoren die Bindung 
eines Multiplums der Amboceptoreinheit festgestellt war, war 
die Méglichkeit gegeben, auch diesen Versuch auszufiihren und 
so zu einer Vorstellung von der Festigkeit der Amboceptor- 
bindung in diesem Falle zu gelangen. 

Zu je 5ccem des 5°/ igen Ziegenblutes wurden wechselnde 
Mengen des Amboceptors zugefiigt (durch Kochsalzlésungzusatz 
betrug das Gesamtvolum 6ccm). Nach Istiindigem Verweilen 
bei 37° wurde abzentrifugiert, 2mal mit Kochsalzlésung ge- 
waschen und wieder auf das urspriingliche Volum von 5 ccm 
aufgefiillt. Die Bindung wurde in der Weise gepriift, daB zu 
1,2 com des Abgusses 1 com 5°/,igen Blutes und 0,1 ccm Meer- 
schweinchenserum zugesetzt wurde. Zu je 1 com des gewaschenen 


1) Morgenroth, Miinch. med. Wochenschr. 1903, Nr. 2. 
2) Philosophow, diese Zeitschr. 20, 1909. 
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Sediments wurde dann von neuem 1,0 ccm frischen Blutes zu- 
gesetzt, und nachdem diese Gemische 30 resp. 60 Minuten im 
Wasserbade bei 40° verweilt hatten, 0,2 com Meerschweinchen- 
serum als Komplement zugefiigt. Aus der Untersuchung des 
Abgusses ist zu ersehen, da§ jedesmal der gréBte Teil des zu- 
gefiigten Amboceptors, in prinzipieller Ubereinstimmung mit 
dem oben geschilderten Versuch, der wie der hier beschriebene 
mit Hundeserum I angestellt wurde, gebunden wird. Das 
Resultat des Uberspringungsversuchs ist gleichfalls in der 
untenstehenden Tabelle enthalten. Es zeigt sich, daB nach 
30 Minuten der ProzeB im wesentlichen vollendet ist, und 
daB schon bei urspriinglicher Bindung von drei lésenden Dosen 
eine lésende Dosis an die neu zugefiigten Blutkérperchen ab- 
gegeben wird. Eine mehrmalige Wiederholung des Versuchs 
ergab das gleiche Resultat. 





Zab! der Sediment (mit M. S. 0,2 ccm) _ _ AbgubB 
lésenden : (mit M. S. 0,1 com) 


Dosen | 30 Min. bei 40° | 60 Min. bei 40° | 60 Min. bei 40° 


2f. Schleier fast ganz komplett 0 
3f. komplett komplett minimal Spiirchen 
4 f. ne ‘i Spiirchen 
¥ ” ” Kuppe 
‘ | " maBig 
” | ” stark 
Kontrolle: 
Frisches 5°/,iges Ziegenblut 1 ccm -++- NaCl-Lés. 1,0 +- M. S. 0,1 = 0 
” ” ” 1 ” + ” 1,1 =e © 
Mit derselben Versuchsanordnung wurde das Serum von 
Hund II gepriift. Die lésende Dosis fiir 1,0 ccm Blut betrug 
0,004. Wie aus der untenstehenden Tabelle hervorgeht, wurden 
urspriinglich 6 lésende Dosen bis auf eine Spur gebunden, und 
von 3 lésenden Dosen geht wiederum eine auf die neu zu- 
gefiigten Blutkérperchen iiber. 











Zahl der Sediment _ AbguB 
lésenden Dosen (1 bei 40°) | (15 bei 40°) 








2g stark 
2f. Schleier Spiirchen 
3f. komplett a 

4f. ‘< Spur 

5 f. me . 

6f. % 
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Wir lassen das Resultat eines vergleichenden Versuches 
folgen, der gleichzeitig mit dem Amboceptor von Hund II 
(lésende Dosis 0,3'/,,,) und dem Amboceptor eines mit Ziegen- 
blut behandelten Kaninchens (lésende Dosis 0,6/,,,.) vorge- 
nommen wurde. Der Ubergang vollzog sich, wie in den friiheren 
Versuchen, bei 40° in 1 Stunde. Kontrollversuche mit dem 
AbguB ergaben in beiden Fillen eine bis auf Spuren vollstandige 
Bindung von 5 lésenden Dosen. 

Wie aus der untenstehenden Tabelle zu ersehen ist, ver- 
halten sich beide Amboceptoren, wie auch nach den voraus- 
gehenden Versuchen zu erwarten war, im wesentlichen gleich- 
artig; ein gewisser Unterschied, der mit friiheren Erfahrungen 
an Kaninchenamboceptoren iibereinstimmt, dokumentiert sich 
darin, daB bei diesen erst nach Bindung von 4 lésenden Dosen 
eine lésende Dosis an neue Blutkérperchen abgegeben wird, 
wahrend dies beim Hundeamboceptor bei 2 bis 3 lésenden Dosen 
bereits der Fall ist. 





aE Sediment: | Sediment: — 
a Hunde- | Kaninchen- 
Kseenden Dosen amboceptor | amboceptor 
Schleier stark 
fast komplett * 
komplett fast komplett 
° komplett 


” ” 








In Ubereinstimmung mit friiheren Beobachtungen von 
Morgenroth, die dann durch die Untersuchungen von Philo- 
sophow ergainzt wurden, konnten auch wir in unserem Fall 
eine Abhangigkeit des Uberspringens der Amboceptoren von 
der Temperatur beobachten. 





Dauer im Wasser-| 6 fach sensibilisiertes Sediment 
bade (40°) oder im ‘ Petites 
Eiswasser (0°) 40° | 0° 








fast ganz kompl.|fast ganz kompl. 
komplett e 


” 


Schleier 


” ” 





” 
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Wie die Tabelle zeigt, ist bei 0° auch nach 30 Minuten 
ein vollstandiger Ubergang des Amboceptors noch nicht erfolgt, 
wahrend bei 40° schon nach 5 Minuten eine lésende Dosis 
iibergegangen ist. Der Vorgang vollzieht sich also bei niedriger 
Temperatur mit geringerer Geschwindigkeit. 

Es geht also aus unseren Versuchen hervor, dab 
die beiden untersuchten Amboceptoren vom Hunde 
sich in ihren wesentlichen Bindungseigenschaften den 
vom Kaninchen stammenden, auf die gleiche Blutart 
(Ziegenblut) wirkenden Amboceptoren anschlieBen. 





Studien iber Antigenbildung in eiweibfreien Nahrmedien. 


I. Mitteilung. 


Beitrage zur Kenntnis des Tuberkulins. 
Von 
Ernst Lowenstein und Ernst P. Pick. 


(Aus dem k. k. serotherapeutischen Institut in Wien.) 


(Eingegangen am 21. Januar 1911.) 


Die Stoffe, aus denen die Bakterienzelle ihre Leibesbestand- 
teile aufbaut, sind vielfachen Studien unterworfen worden; die 
dabei gewonnenen Tatsachen bilden zum Teil die Grundlagen der 
modernen Bakteriologie. Wahrend die Umsetzungen, welche hierbei 
die Hauptbestandteile der Nahrmedien, die EiweiBkérper, Fette 
und Kohlenhydrate erfahren, in vielen Arbeiten naher charakte- 
risiert worden sind, blieben unsere Kenntnisse iiber das fiir 
das Leben der Bakterien und das Entstehen ihrer Stoffwechsel- 
produkte nétige Existenzminmum sehr bescheiden. Gerade das 
Wachstum auf den einfach zusammengesetzten Nahrmedien 
bietet aber fiir die Aufklarung der Stoffwechselvorginge die 
besten Bedingungen. 

Der Grund, da8 das Studium in dieser Richtung lange 
keine befriedigenden Erfolge ergeben hat, liegt darin, dab die 
verschiedenen Bakterien auf diesen einfachen Nahrbéden oft 
entweder gar nicht oder nur kiimmerlich gedeihen, und dem- 
entsprechend die Bildung der bekannten giftigen Stoffwechsel- 
produkte nur ein bescheidenes Ma8 erreicht oder vdllig aus- 
bleibt. Eine Reihe sehr wichtiger Versuche in dieser Richtung 
verdanken wir Kiihne, Fermi, Uschinsky, C. Fraenkel, 
Proskauer und Beck, Carbone u. a.'). Seit dem Erscheinen 


1) Siehe Kruse, Allgemeine Mikrobiologie; Vogel, 1910. Daselbst 
die einschlagige Literatur. 





E. Léwenstein u; E. Pick: Zur Kenntnis des Tuberkulins. 143 


dieser alteren Arbeiten hat sich die Kenntnis der giftigen Stoff- 
wechselprodukte wesentlich vermehrt und die Technik ihres 
Nachweises verfeinert; deshalb schien uns eine Wiederaufnahme 
dieser Arbeiten nicht aussichtslos. 

Es ist von vornherein klar, daB fiir das Studium der Gift- 
bildung in einfach zusammengesetzten Nahrmedien nur diejenigen 
Bakterienprodukte sich eignen, die als Stoffwechselprodukte 
sensu strictiori aufzufassen sind und sich nicht ohne weiteres 
durch die Nahrlésungen selbst aus den Bakterienleibern extrahieren 
lassen; wir kennen eine Reihe von giftigen und ungiftigen 
Bakterienantigenen, die durch physiologische Kochsalzlésung, 
verdiinnte Alkalien oder Sauren leicht zu extrahieren sind und 
nichts anderes darstellen, als in Lésung gegangene Leibes- 
bestandteile. Diese kiinstliche Extraktion ist vielfach in ihrem 
Endeffekt gleichzusetzen den in jeder gewachsenen Kultur 
spontan sich abspielenden Prozessen, durch welche gréBere oder 
geringere Mengen der Leibessubstanz in Lésung gehen, abgesehen 
von den als Autolyse bezeichneten Zerfallsprozessen, durch die 
ebenfalls eine Reihe von chemisch und pharmakologisch ver- 
schiedenwertigen Produkten in der Nahrfliissigkeit entstehen. 

Fir das Studium giftiger, antigen wirkender Stoff- 
wechselprodukte ist es daher von kardinaler Bedeutung, 
da8 nur solche Antigene fiir die Lésung dieser Frage heran- 
gezogen werden, bei denen der eben erérterte Entstehungsmodus 
ausgeschlossen ist. Wissen wir doch, daB Antigene fiir Agglutinine, 
Pracipitine, Hamolysine und gewisse toxisch wirkende Antigene 
aus Cholera-, Typhus-, Coli-, Dysenteriebakterien sich ebenso leicht 
durch kurze Extraktion junger Kulturen mit physiologischer 
Kochsalzlésung gewinnen lassen, wie aus den Tonfiltraten alter 
Kulturen. Die durch Extraktion gewonnenen Antigene sind 
vielfach sehr eiweiBarm, ja manchmal lassen sich Antigene 
isolieren, die keine EiweiBreaktion aufweisen [E. P. Pick’)]. 
Alle derartigen Produkte sind jedoch fiir das Studium der vor- 
liegenden Frage ungeeignet. 

Die gréBtméglichen Garantien fiir das Studium der natiir- 
lichen Antigenbildung sind dann gegeben, wenn in Medien be- 
kannter Zusammensetzung Bakterien geziichtet werden, welche 


1) E. P. Pick, Beitrage z. chem. Physiol. u. Pathol. 1. 
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keine Extraktstoffe abgeben, sondern nur spezifische Stoffwechsel- 
produkte, die an das Leben und Wachstum dieser Bakterien 
gekniipft sind. Diese Voraussetzung schien uns am besten bei 
dem Tuberkelbacillus zuzutreffen; deshalb haben wir fiir unsere 
Versuche die Ziichtung des Tuberkelbacillus auf eiweiBSfreien 
Nahrbéden gewah!it. 


I. Versuche iiber die Extrahierbarkeit des Tuberkulins 
aus den Bacillenleibern. 


Obwohl aus zahlreichen Versuchen') mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit hervorgeht, daB durch einfache Extraktion aus 
den Tuberkelbacillenleibern Stoffe vom Giftcharakter des Alt- 
tuberkulins nicht dargestellt werden kénnen, so war es im 
Hinblicke auf die eingangs aufgeworfene Frage fiir uns von 
groBer Wichtigkeit, mit Sicherheit den Nachweis fiihren zu 
kénnen, da8 derartige Koérper durch die von uns verwendete 
Nahrlésung aus den Bakterien nicht extrahierbar sind, sondern 
echte Stoffwechselprodukte derselben darstellen. Zu diesem 
Behufe wurden 2,7 g auf Bouillon-Glycerin geziichteter, durch 
Sterilisation im Dampfe abgetéteter und zwischen Filtrierpapier 
gut abgepreBter Tuberkelbacillen in 100 ccm der spater zu be- 
schreibenden Asparaginnaéhrlésung aufgeschwemmt und 2 Stunden 
im Kolben auf dem Wasserbade gekocht, nachdem vielfache 
eigene wie fremde Versuche ergeben hatten, daB die Tuberkulin- 
wirkung selbst durch langer wahrende Hitze strémenden Dampfes 
nicht nennenswert beeinflu8t wird. Das hierauf durch Papier- 
filtration von den Bakterienleibern getrennte, nahezu klare 
Filtrat wurde nach Entnahme einer ca. 4 ccm fassenden Probe 
(Lésung a) in einer Schale auf dem Wasserbade zum Sirup 
eingedampft und der Riickstand in 13ccm Wasser aufgenommen 
(Lésung b). Die Priifung der beiden Fliissigkeiten auf Tuber- 
kulinwirkung wurde mittels der intracutanen Methode an tuber- 
kulésen Meerschweinchen folgendermaBen angestellt: 

5 tuberkulése Meerschweinchen, die 8 Wochen vorher intra- 
peritoneal mit je */,, Ose einer 14tagigen Glycerin-Agar-Kultur 
humaner Tuberkelbacillen infiziert worden waren, wurden ge- 
impft: 1. mit der Lésung a des nicht eingeengten Filtrates 


) Sieche FuBnote Seite 142. 
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und 2. mit der Lésung b des konzentrierten Filtrates. Alle 
5 Meerschweinchen zeigten nach 12, 24 und 48 Stunden auf 
intracutane Injektion der Lésung a keine Spur einer Reaktion; 
auf Injektion des konzentrierten Filtrates (Lésung b) reagierten 
4 Meerschweinchen ebenfalls nicht, 1 Meerschweinchen zeigte 
an der Impfstelle eine Rétung und Infiltration ohne Nekrose. 

Aus diesen Versuchen scheint uns eindeutig her- 
vorzugehen, daB8B unsere Nahrlésung nicht imstande 
ist, aus den Bakterienleibern Kérper von typischer 
Tuberkulinwirkung zu extrahieren. Die duBerst unsichere 
Wirkung des konzentrierten Extraktes, wie sie sich bei einem 
von 5 Meerschweinchen in der Rétung und Infiltration der 
Impfstelle manifestierte, scheint viel eher auf den den Tuberkel- 
bacillen anhaftenden Resten der wirksamen alten Kulturfliissig- 
keit zu beruhen als auf Koérpern, die durch unsere Nahrlésung 
den Bakterienleibern entzogen worden waren. Erscheinen 


daher gut nachweisbare Gifte in der von uns _ be- 


nutzten Nahrlésung, so miissen wir annehmen, dab 
dieselben echte Stoffwechselprodukte der Tuberkel- 
bacillen darstellen und an die Lebenstitigkeit der- 
selben gekniipft sind. 


If. Methode der Ziichtung des Tuberkelbacillus und Dar- 
stellung des Tuberkulins aus eiweiBfreien Naihrmedien. 


Das Studium der Tuberkulinbildung auf eiweiBfreien Nahr- 
béden schien besonders geeignet zur Klarung der Frage, in- 
wieweit ohne Beeintrachtigung der Giftbildung der Nahrboden 
vereinfacht werden kénne, und weiter, ob das so entstandene 
Gift einen chemisch einfacheren Kérper darstelle als das auf 
eiweiBhaltigem Nahrboden gebildete. 

In Bestitigung der Versuche von Proskauer und Beck, 
C. Fraenkel, Kiihne, Jochmann'), Ruppel und Rick- 
mann*) hat der eine von uns (L.) gezeigt, daB der Tuberkel- 
bacillus auf eiweiBfreien Nahrbéden sich vorziiglich weiter 
entwickelt. Zur Herstellung des Tuberkulins diente folgende 
Nahrlésung, welche in 1 Liter Wasser enthielt: 


1) Jochmann, Berichte des Kongresses f. innere Medizin, Wies- 
baden 1910 und Deutsche med. Wochenschr. 1910. 
2) Ruppel und Rickmann, Zeitschr. f. Immunitatsforschung 1910. 
Biochemische Zeitschrift Band 31. 10 
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6g Asparagin, 

6g milchsaures Ammon, 

3g neutrales Natriumphosphat, 
6 g Kochsalz, 
40 g Glycerin. 

Wihrend in der ersten und zweiten Generation das Wachs- 
tum ein kiimmerliches war, der Bacillenrasen héchstens die 
Hialfte der Oberfliche einnahm, wurde in der sechsten Gene- 
ration die Nahrlésung véllig von einem etwas diinneren Rasen 
als bei der Glycerinbouillon bedeckt. Nach 3 Monate langem 
Wachstum nahm die Niahrfliissigkeit einen gelben Ton an, 
der mit dem Alter der Kultur sich verstarkte. 

Nach 3 bis 5 Monate langem Stehen im Brutschrank wurden 
gut gewachsene Kulturen teils durch Reichelkerzen, teils durch 
Papier filtriert und in dem Filtrate das Tuberkulin stets an 
tuberkulésen Meerschweinchen durch intracutane oder intra- 
peritoneale Injektion bestimmt. Es ergab sich, da in dieser Nahr- 
fliissigkeit derselbe spezifische Kérper gebildet wird, den Robert 
Koch uns als Tuberkulin kennen gelehrt hat, und der sich 
bereits durch Kiihne und in letzter Zeit durch Jochmann 
aus eiweiBfreien Nahrmedien hat herstellen lassen. 


III. Die chemische Natur des Tuberkulins. 


Wie die Durchsicht der einschlagigen Literatur iiber Tuber- 
kulin lehrt, lassen sich die folgenden Tatsachen feststellen. 
Robert Koch selbst hat schon 1891 iiber die Natur des Tuber- 
kulins Untersuchungen angestellt und gefunden, daB der auf 
eiweiBhaltigen Nahrlésungen gewonnene spezifische K6rper alle 
EiweiBreaktionen gebe, den Albumosen und Peptonen am nachsten 
stehe, von den Eiwei8kérpern jedoch sich durch seine Bestandig- 
keit gegeniiber hohen Temperaturen (mehrstiindige Einwirkung 
von 120°) und seine leichte Dialysierbarkeit unterscheide, von 
der Peptongruppe durch seine Fallbarkeit mit Eisenacetat. 

Von Kiihne') stammt der erste Versuch, ein Tuberkulin 
aus eiweiBfreien Nahrbéden zu gewinnen. Er verwendete einen 
aus Leucin, Tyrosin, Asparagin, schleimsaurem Ammoniak, 
Taurin, Glycerin, Chlornatrium und der Asche von Liebig- 


1) W. Kiihne, Zeitschr. f. Biol. 30, 221, 1893. 
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schem Fleischextrakt zusammengesetzten Nahrboden; die nach 
2 Monate dauerndem Wachstum abfiltrierte Lésung enthielt 
Spuren von Albuminstoffen, keine Albumosen oder Peptone 
und sie wirkte, wie Kochs Untersuchungen ergeben hatten, 
ebenso temperatursteigernd wie das Ausgangspraparat. Kiihne 
kam zu dem Schlusse, da8 der wirksame Kérper nicht isoliert 
sei, sondern allen von ihm dargestellten eiweiBartigen Stoffen 
nur anhafte. Diese Untersuchungen Kiihnes waren durch die 
damalige Priifungstechnik des Tuberkulins sehr erschwert, da 
als ein einziges Kriterium der spezifischen Wirkung die Tempe- 
ratursteigerung beim tuberkulésen Menschen gelten muBte. 

Merkwiirdigerweise wurde in der Folge der von Kiihne 
beschrittene Weg bald wieder verlassen; denn alle anderen 
Untersuchungen sind am Original-Alttuberkulin, also an eiweib- 
haltigen Kulturfliissigkeiten, angestellt; es ist daher nicht ver- 
wunderlich, wenn die Untersuchungen das Resultat ergaben, daB 
der wirksame Bestandteil des Tuberkulins ein EiweiBkérper sei. 
So vertritt z. B. Matthes') die Anschauung, da8 die Wirkung 
des Tuberkulins am Pepton hange, ja direkt dem Peptongehalt 
entspreche; Th. Pfeiffer*) und seine Mitarbeiter nehmen auf 
Grund der in jiingster Zeit durchgefiihrten Spaltungsversuche 
mit Pepsin, Pankreatin und Erepsin an, da8 die Albumosen 
die wirksame Substanz seien. 

Unsere eigenen Versuche kniipfen an die Untersuchungen 
Kiihnes in eiweiBfreien Nahrlésungen an. Es war zunichst 
die Frage zu entscheiden, ob in der oben beschriebenen Nahr- 
lésung, in welcher mittels der intracutanen und intraperitonealen 
Injektion einwandfrei wirksames Tuberkulin nachgewiesen werden 
konnte, auch Eiwei®kérper vorhanden seien. Zur Entscheidung 
dieser Frage wurden mit der von den Tuberkelbacillen abfil- 
trierten Lésung folgende Reaktionen angestellt : 

1. Kochen bei neutraler und saurer Reaktion ergab keine 
Triibung. 

2. Die Biuretprobe, als Schichtprobe aufgestellt, blieb 
negativ. 





1) M. Matthes, Arch. f. klin. Med. 54, 66, 1895. 

2) Th. Pfeiffer und H. Trunk, Zeitschr. f. Tuberk. 12, 177, 1908 
und 13, 465, 1909. — Th. Pfeiffer und R. Persch, Wiener klin. 
Wochenschr. 1909, Nr. 33. 

10* 
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3. Die Millonsche Reaktion blieb negativ. 

4. Essigsiure-Ferrocyankaliumprobe: negativ. 

5. Bleiacetat und Natronlauge: keine Dunkelfairbung beim 
Kochen. 

6. Ammonsulfat bei voller Sattigung und wechselnder Re- 
aktion: keine Fallung. 

7. Molischs Reaktion ergibt eine intensive Violettfarbung. 

8. Orcin-Salzsiurereaktion fallt negativ aus. 

9. Die Fliissigkeit ist nicht imstande, Kupfersulfat in 
alkalischer Lésung zu reduzieren. 

10. 95°/,iger Alkohol, im Uberschu8 zugesetzt, ergibt keine 
Fallung. 

Nachdem wir uns durch Versuche iiberzeugt hatten, dab die 
Wirksamkeit unseres Tuberkulins selbst im strémenden Dampfe 
durch 2 Stunden nicht eine EinbuBe erleidet, wurden die 
Kulturfiltrate auf dem Wasserbade bis zur Sirupdicke ein- 
gedampft; die zur Loésung des Riickstandes nétige Wassermenge 
entsprach einer 10 bis 15fachen Konzentration der Ausgangs- 
menge. Der Sirup léste sich in Wasser zu einer triiben, gelblich 
gefarbten Fliissigkeit, von der abfiltriert wurde. 

Diese konzentrierte, schwach sauer reagierende klare Lésung 
gab folgende Reaktionen : 

1. Kochen bei neutraler und schwach saurer Reaktion: 
Losung bleibt vollig klar. 

2. Halbsattigung sowie volle Sattigung der Lésung mit 
Ammonsulfat laBt dieselbe vollig klar. 

3. Essigsiure und Ferrocyankaliumprobe: bleibt klar. 

4. Biuretreaktion: negativ. 

5. Konzentrierte wasserige Sublimatlésung: keine Fallung. 

6. Millons Reagens erzeugt reichliche Fallung in der 
Kalte; der Niederschlag lést sich unter leichter Rotfarbung 
beim Erhitzen; bei weiterem Erwirmen schwindet die Rot- 
farbung. 

7. Jodquecksilberkalium und Salzsaure erzeugen eine flockige 
Fallung. 

8. 10°/,ige Quecksilbersulfatlésung in schwefelsaurer Lé- 
sung: leichte flockige Fallung. 

9. 10°/,ige Gerbsiure und Essigséure: reichliche flockige 
Pallung. 
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10. Bromwasser: keine Rot-Violettfirbung der Fliissigkeit. 

11. Reaktion nach Molisch: schéne Rot-Violettfairbung. 

12. 95°/,iger Alkohol im UberschuB fallt einen weiBen, 
flockigen Niederschlag. 

Zur Kontrolle wurde die gleiche Menge der nicht geimpften 
Nahrlésung zur Sirupdicke eingeengt, in der gleichen Menge 
Wasser gelést und dieselben Reaktionen ausgefiihrt: Sie blieben 
durchaus negativ bis auf eine Fillung mit Millons Reagens 
und mit 95°/,igem Alkohol; der Zusatz von Quecksilbersulfat 
in saurer Lésung erzeugte eine staubférmige Triibung. 

Weitere Versuche, eine Reinigung der tuberkulinhaltigen 
Lésung herbeizufiihren, wurden in der Weise unternommen, 
da8 die konzentrierte wisserige Lésung im Alkoholiiberschu8 
gefallt wurde; es ergab sich, daB die wirksame Substanz mit 
Alkohol niedergeschlagen wurde, wahrend die alkoholische Lisung 
wirkungslos blieb. 

Kurzdauernde Dialyse der konzentrierten Loésung ergab 
eine leichte Abschwachung der Wirksamkeit, linger dauernde 
Dialyse vdélligen Verlust. 

Aus diesen Reaktionen geht hervor, daB selbst im 15fach 


konzentrierten Filtrat die tuberkulinhaltige Fliissigkeit sich zu- 


nachst als eiwei®Bfrei erwiesen hat. Man mu8 annehmen, 
daB die wirksame, alkoholfallbare und dialysable Substanz weder 
ein EiweiBkérper im gewoéhnlichen Sinne, noch eine Albumose 
oder ein Pepton ist. Dagegen deutet die Fallbarkeit mit Tannin 
und Jodquecksilberkalium auf Koérper hin, die man unter den 
biuretfreien peptischen und tryptischen Spaltungsprodukten des 
EiweiBes findet und die von Fischer als Polypeptide bezeichnet 
worden sind. Bemerkenswert erscheint es, daB in der Kultur- 
fliissigkeit die Kohlenhydratreaktion nach Molisch auftrat. 

Fiir die weitere Umgrenzung der chemischen Natur des 
vorliegenden Koérpers lag es nahe, Fermentreaktionen heran- 
zuziehen, zumal es bereits durch Pfeiffer und seine Schiiler 
festgestellt worden war, da8 eiweiShaltiges Tuberkulin durch 
Verdauung mit Pepsin-Salzsiure und Trypsin-Soda vernichtet: 
durch Erepsin stark abgeschwiicht wird. 

Es war nun von grofem Interesse, zu priifen, wie sich 
dieses biuretfreie Tuberkulin gegeniiber der Proteolyse ver- 
halten wird. Zu diesem Zwecke wurde eine durch ein Papier- 
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filter geschickte Kultur, die 5 Monate lang gewachsen war und 
0,5°/, Carbolsiure enthielt, der Pepsin- und Trypsinverdauung 
ausgesetzt. 

Je 8 cem des Filtrates wurden in folgender Weise ver- 


arbeitet: 


robe I wurde versetzt mit Salzsiure bis zum Gehalte 4°/ 
, IL mit Salzsiure wie I und 0,25 ¢ Pepsin Fairchild; 
., III mit Soda bis zum Gehalte von 4°/,,; 
IV mit Soda wie III und 0,25 g Trypsin Rhenania; 
.  V enthielt das Kulturfiltrat ohne Zusitze; 
,, VI 8cem physiologische Kochsalzlésung +- 0,25 g Pepsin; 
, VIL 8cem 


00? 


” 9 +. 0,25 ¢ Trypsin. 


Alle Proben blieben 4 Tage im Brutschranke, wurden hier- 
auf neutralisiert, iiber freier Flamme gekocht und dann mittels 
der intracutanen Methode an tuberkulésen Meerschweinchen aus- 
gewertet. Das Resultat der Priifung gibt die folgende Tabelle, 
wobei als positive Reaktion ein ungefahr 1 cm breites Infiltrat 
mit zentraler Nekrose bezeichnet wurde, waihrend das Aus- 
bleiben der Infiltratbildung den negativen Ausfall bedeutete: 














Meerschweinchen ———_—| Nr. 343, Nr. 217| Nr. 320 Nr. 309 
I 8ccm Filtrat + 4°/o) Salzsiiure . . | positiv | positiv | positiv | positiv 
II 8 ” ‘ - 4°/,, ” 


+ 0,25 g Pepsin ge eee . |negativ negativ|negativ’ negativ 
III 8 cem Filtrat +-4°/g9 Soda. . positiv | positiv | positiv | positiv 
VS, » +4%ee » +0,25g 
Trypsin eee ee negativ negativ | negativ, negativ 
V Kontrolle 8ccm Kochsalzlésung 
tle ks... oe oo 





VI Kontrolle 8ccm Kochsalzlésung | 
—+-O90e Tiryose ..« «6 + oe 9 ” ” ” 
VII 8ccm Filtrat allen. ...... positiv | positiv | positiv positiv 


Es ergibt sich, daB die 4tagige Verdauung des Tuber- 
kulins mit Pepsin-Salzsiure und mit Trypsin-Soda zur 
vélligen Zerstérung des wirksamen Ko6rpers fiihrt, wah- 
rend weder die gleich lange Einwirkung von Salzsaure oder Soda 
allein die Tuberkulinwirkung zu beeinflussen imstande ist. Es muB 
aus der Wirkung der proteolytischen Fermente geschlossen werden, 
daB die toxische Substanz durch diese Agenzien spaltbar ist 
und daher aller Wahrscheinlichkeit nach einen EiweiBabkomm- 
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ling darstellt. Die friiher angefiihrten Reaktionen haben gezeigt, 
da8 es sich um ein tiefstehendes Eiweilispaltungsprodukt handeln 
diirfte, dem die meisten charakteristischen EiweiBreaktionen 
fehlen. Von den uns bisher bekannten EiweiSspaltungsprodukten 
weisen die Polypeptide mit unserer Substanz die beste Uberein- 
stimmung auf sowohl in bezug auf die Fillbarkeit gegeniiber 
den benutzten Reagenzien, als auch in bezug auf ihr Verhalten 
zu den proteolytischen Fermenten, und wir méchten sie daher 
vorlaufig dieser Gruppe von Kérpern zuweisen; eine nahere 
Identifizierung mit dem Bau der Polypeptide kann allerdings 
erst durch weitere Isolierung und Aufspaltung des wirksamen 
Kérpers erbracht werden, cine Aufgabe, der wir uns nach 
Herstellung gréBerer Mengen des nétigen Materials zu unter- 
ziehen gedenken. 

Die Tatsache, daB8 ein durch proteolytische Fermente spalt- 
barer EiweiBabkémmling der Trager der Tuberkulinwirkung ist, 
steht in Ubereinstimmung mit den eingangs erwahnten Unter- 
suchungen Th. Pfeiffers und seiner Mitarbeiter iiber das 
eiweiBhaltige Tuberkulin Kochs, das ebenfalls der Ein- 
wirkung von Pepsin, Trypsin und Erepsin nicht standhalten 
konnte. Die vorliegenden Befunde scheinen uns indes dadurch 
ein Interesse zu beanspruchen, weil die von uns verwendete 
Kulturfliissigkeit aus einfach zusammengesetzten, eiweiBfreien 
Kérpern besteht, aus denen die Bakterienzelle erst das eiweiB- 
artige Gift aufzubauen gezwungen war. Ob fiir den Aufbau 
des Tuberkulins in eiweiBhaltigen Niahrbéden derselbe Ent- 
stehungsmodus angenommen werden soll, mu8 vorlaéufig dahin- 
gestellt bleiben. In diesem Falle mii®te dem Aufbau aus den 
Spaltungsprodukten eine Spaltung des vorhandenen EiweiBes 
vorausgehen; fiir diese Annahme wiirde vielleicht sprechen, 
da8 eine Tuberkulinwirkung in der Glycerinbouillon relativ 
spéter nachweisbar wird, als in den von uns verwendeten 
eiweiBfreien Naihrbéden. Es ist aber deshalb durchaus nicht 
zwingend anzunehmen, daB die Zusammensetzung des Tuberkel- 
bacillengiftes in den eiweibfreien und eiweiBhaltigen Nahr- 
béden dieselbe sein und etwa das von uns beschriebene 
polypeptidartige Tuberkulin auch in eiweiBhaltigen Nahrmedien 
sich in gleicher Zusammensetzung vorfinden und den daselbst 
gelésten Eiwei8kérpern blo8 anhaften miisse. Es ist vielmehr 





152 E. Léwenstein u. E. Pick: Zur Kenntnis des Tuberkulins. 


die Méglichkeit offen zu lassen, da®B der Tuberkelbacillus auf 
eiweiBhaltigen oder andersartigen, geeigneten Nahrlésungen nicht 
nur die eiweiBartigen Bestandteile seines Zelleibes aufzubauen 
vermag, sondern da auch das von ihm produzierte Gift unter 
giinstigen Bedingungen nicht auf der Polypeptidstufe seines 
Aufbaues stehen bleibt, sondern sich in seinem Aufbau den 
echten Eiwei®Bkérpern noch weiter nahert und so unter Um- 
stinden die Pepton- und Albumosenstufe zu erreichen vermag. 
Es ist naheliegend, daB dieser Auffassung des Aufbaues der- 
artiger Bakteriengifte von Antigencharakter um so mehr all- 
gemeine Bedeutung zukommt, als wir auch bei anderen 
Stoffwechselprodukten der Bakterien unter Benutzung eiweiB- 
freier Nahrmedien einschligige Beobachtungen machen konnten, 
iiber die spater berichtet werden soll. 

Fassen wir die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen 
zusammen, so ergibt sich, da8B es gelingt, auf eiweif- 
freien Nahrbéden ein gut wirksames Tuberkulin zu 
erhalten, das als echtes Stoffwechselprodukt der Tu- 
berkelbacillen aufzufassen ist; dasselbe ist ein hitze- 
bestandiger, dialysabler, alkoholunléslicher Kérper, 


der keine Biuretreaktion gibt, durch Gerbsaure, Jod- 
quecksilberkalium und Quecksilbersulfat in saurer 
Lésung fallbar und durch Pepsin-Salzséure und Tryp- 
sin-Soda zerlegbar ist. 





Uber die Verteilung der reduzierenden Substanzen im 
Menschenblut. 
Von 
H. Lyttkens und J. Sandgren. 


(Aus dem med.-chemischen Institut der Universitat Lund.) 


(Eingegangen am 21. Januar 1911.) 


In einer friiheren Mitteilung') haben wir Untersuchungen 
iiber die Verteilung der reduzierenden Substanzen im Kaninchen- 
blut verdéffentlicht. Im folgenden werden wir iiber die Ver- 
haltnisse des Menschenblutes berichten. 

Unsere Versuche wurden nach derselben Methodik wie 
friiher ausgefiihrt. Was wir hierbei besonders hervorheben 
méchten, ist, daB wir nicht wie die meisten andern Untersucher 
auf diesem Gebiete die Reduktion der Blutkérperchen aus der 
Differenz von Serum und Vollblut berechneten, sondern sowohl 
K6rperchen wie Serum oder Plasma direkt untersuchten. Das 
Blut war groBtenteils Placentarblut aus dem hiesigen Gebarhause, 
also von dem Kinde herstammend. Doch stimmten die Ergeb- 
nisse mit Blut von drei Medizinstudierenden véllig mit denen 
des Sauglingsblutes iiberein, wie auch aus der Tab. I hervor- 
geht, in der unsere analytischen Befunde zusammengestellt sind. 

Kontrolluntersuchungen betreffs der Gaérung wurden an- 
gestellt. Das Blut wurde in Oxalat (Na,O,C, in Substanz zirka 
2°/oo) aufgefangen. DaB eine Glucolyse nicht stattgefunden 
hat, zeigen die Versuche 10 bis 12, wo das Blut unmittelbar 
nach dem Aderla§ verarbeitet wurde. 

Die Tabelle (S. 154) zeigt, daB sowohl die Blutkérperchen wie 
das Serum reduzierende Stoffe enthalten und daB die Reduktion 
der Blutkérperchen (als 375°/,, des Blutes berechnet) nicht 


1) Lyttkens und Sandgren, diese Zeitschr. 26, 382, 1910. 
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viel geringer ist als die des Serums, indem die durchschnitt- 
lichen Werte 0,069°/, und 0,103°/, sind. Bei den Blut- 
kérperchen sind die Differenzen von 0,037°/, bis 0,111°/,, beim 
Serum von 0,071°/, bis 0,136°/,.  Dagegen hat sich der be- 
merkenswerte Unterschied herausgestellt, daB die Blutkorperchen- 
reduktion keineswegs von einem entsprechenden Traubenzucker- 
gehalt herriihrt. Im Gegenteil enthalten die Blut- 
kérperchen keinen oder so gut wie keinen Trauben- 
zucker, und die ganze Glucosemenge befindet sich im 
Serum. Doch entspricht auch nicht die ganze Serumreduktion 
Traubenzucker, indem nicht weniger als 40°/, der Reduktion 
von anderen reduzierenden Substanzen herrihren. 


Tabelle I. 





Blutkérperchen Serum 


Reduktion | “Reduktion | 
vor | nach | ree vor | nach 
Garung | Garung 


g "lo % | %~/o % | Vo 





ex- 
trose 


fo 








ah 
sae 


Placentarblut | 20,7 | 0,050 | 0,040 | 0,010 | 0,083 | 0,042 | 0,041 


18,9 | 0,089 | 0,074 | 0,015 | 0,127 | 0,048 | 0,079 
29.8 | 0,090 | | 0,071 | 0,045 | 0,026 
27,3 | 0,046 | 0,041 | 0,005 0,107 | 0,053 | 0,054 
21,8 | 0,061 | 0,061 0,000 | 0,087 | 0,040 | 0,047 
16,4 | 0,075 | 0,079 | 0,000 | 0,136 | 0,035 | 0,101 
46,4 | 0,037 | 0,035 | / 0,002 0,071 | 0,031 | 0,040 
39,9 | 0,080; — | — | 0,114 | 0,049 | 0,065 
. 51,9 | 0,111 | 0,094 | 0,017 | 0,092 | 0,038 | 0,054 
cand. med. H. L-s| 55,7 | 0,058 | 0,051 | 0,007 | 0,114 | 0,030 | 0,084 
cand. med. J. F-x | 65,0 | 0,061 | 0,055 | 0,006 | 0,109 | 0,033 | 0,076 
cand. med. O. H-n} 26,2 | 0,072 | 0,072 | 0,000 | 0,132 0,042 | 0,090 


Durchschnitt 0,069 | 0,060 | 0,006%)} 0,103 | 0,040 | 0,063 


Der Gehalt des Serums an Traubenzucker ist durchschnitt- 
lich 0,06°/,, scheint aber beim Saéugling recht variabel. Da- 
gegen ist der Zuckergehalt beim Erwachsenen — wenn man 
aus 3 Versuchen Folgerungen ziehen kann — regelmaBiger und 
etwas, obwohl nicht viel, héher. 

Dieser wahre Zuckergehalt des Blutes verdient eine be- 
sondere Beachtung, wenn man damit den Zuckergehalt des 
Menschenharns vergleicht und besonders wenn man beriick- 




















1) Man sollte aus der Differens 0,009 erwarten. 0,006 entspricht 
‘ber den gefundenen Werten, da zwei Bestimmungen fehlen. 
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sichtigt, daB ein Teil des Blutzuckers sicher in gebundene; Form 
(siehe unten) vorkommt. Nach Lavessons’') Untersuchungen ist 
der Zuckergehalt des Harnes durchschnittlich 0,04°/, (etwas ge- 
ringer beim Saugling). Der normale Zuckergehalt des Harnes 
ist also nicht viel kleiner als der Gehalt des Blutes. 

Ein nicht geringes Interesse bietet der Vergleich des 
Menschen- und Kaninchenblutes*) dar. Betrachten wir zuerst 
den Zuckergehalt des Serums, tiber den Tabelle II unterrichtet. 


Tabelle II. 





Menschenblut i Kaninchenblut 


| Serum | Serum 
Versuch Dextrose Versuch | Dextrose 


| °/o 


0,208 
0,194 
0,276 
0,210 











Durchschnitt | 0,063 | 0,222 


Es hat sich also die bemerkenswerte Tatsache heraus- 
gestellt, da8 der normale Zuckergehalt des Kaninchenserums 
(und Blutes) 3 bis 4mal hdher ist als beim Menschenblut und 
Serum (0,22°/, gegen 0,06°/,). 

Es ist ganz klar, daB die alte, noch gelaufige These 
Cl. Bernards iiber das Verhiltnis zwischen Glucimie und 
Glucosurie keineswegs haltbar sein kann. Und besonders darf 
man absolut nicht die Befunde beim Kaninchen — das ge- 
wohnlichste Versuchsobjekt — ohne weiteres auf die Verhilt- 
nisse beim Menschen iibertragen. 

Was beim Kaninchen das Normale ist, stellt beim 
Menschen eine erhebliche Hyperglykamie dar. 

Gehen wir jetzt zu den iibrigen reduzierenden Stoffen 
iiber; diese entsprechen beim Menschenserum durchschnittlich 


1) Lavesson, diese Zeitschr. 4, 40, 1907. 
2) Lyttkens und Sandgren, Ll. c. 
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0,04°/,. Die parallelen Werte beim Kaninchen sind 0,034°/,, 
0,042°/,, 0,032°/, und 0,07°/, oder im Durchschnitt 0,045°/,. 
Die Restreduktion des Serums ist beim Menschen und 
Kaninchen dieselbe. 

Die Restreduktion der Menschenblutkérperchen war 0,06°/,. 
Beim Kaninchen wurde gefunden: 0,085°/,, 0,041°/,, <_ 0,071°/,’) 
und 0,114°/, oder durchschnittlich ca. 0,07°/,. Die Rest- 
reduktion der Blutkérperchen ist auch beim Menschen 
und Kaninchen ibereinstimmend, und fir beide Blut- 
sorten trifft auch zu, da8 die Blutkérperchen keinen Trauben- 
zucker enthalten (0,006°/, bzw. 0,002°/,). Den einzigen, aber 
wichtigen Unterschied zwischen den beiden Blutsorten stellt also 
der Gehalt an Traubenzucker dar. 

Ebenso wie beim Kaninchenblut enthalt das Mensehenblut 
auch sog. ,,virtuellen’’ Zucker (Lepine), der beim Kochen 
der Serum- bzw. Blutkérperchen bei schwach saurer Reaktion 
freigemacht wird. Dies findet selbstverstandlich nicht beim 
Vollblut statt, wo nur der Alkoholextrakt verwendet wird. 


Tabelle III. 





Ve Total- Reduktion 

= reduktion Differenz| nach Differenz 

such . Ox Gi 

Nr. v. Garung rarung 

| ° °/, *%, °y 

4 Vollblut 0,070 0,032 , 
Blutkérperch.+Serum | 0,084 opis 0,048 | Opis 

5 Vollblut 0,048 ‘ 0,021 
Blutkérperch.+Serum | 0,077 ; 9°79 | goss | 9027 











Unsere Befunde bestiitigen also die alte Auffassung, da 
nur das Serum Traubenzucker enthalt. Sie stehen aber im 
Widerspruch zu den neuveren Untersuchungen von Hollinger?®), 
Frank®*), Michaelis und Rona‘) sowieRonaundTakahashi°). 

Betreffs Hollingers und Franks Befunde ist zu _be- 
merken, daB diese Forscher die Totalreduktion von Vollblut 
und Serum bestimmten; aus der Differenz wurde der ,,Zucker‘‘- 


1) Zweiter AderlaB. 

2) Hollinger, diese Zeitschr. 17, 1, 1909. 

3) Frank, Zeitschr. f. physiol. Chem. 70, 139, 1910. 

4) Michaelis und Rona, diese Zeitschr. 26, 60, 1908; 18, 375, 1909. 
5) Rona und Takahashi, diese Zeitschr. 30, 99, 1910. 
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gehalt (ter Blutkérperchen berechnet. Die Verfasser haben 
also keine Riicksicht auf die iibrigen reduzierenden Substanzen 
im Blute genommen, sondern identifizieren einfach die redu- 
zierenden Stoffe mit Zucker. Ihre Befunde stimmen aber 
vorziiglich mit den unseren tiberein, wenn sie folgern, daB der 
, Zucker’ im Menschenblut gleichmaSig in Serum und Ko6r- 
perchen verteilt sind, und man statt Zucker das _ richtige 
Wort ,,Totalreduktion‘ einfiihrt. Wir haben ja auch gefunden, 
da8 die Reduktion der Blutkérperchen nicht wesentlich geringer 
ist als die des Serums. Dasselbe haben iibrigens auch Lepine und 
Boulud?) beim Hund gefunden, welche Forscher aber auch nicht 
den wahren Zuckergehalt festgestellt haben. 

Stelit man also die Serumreduktion der Reduktion von 
Blutkérperchen -+- Serum gegeniiber wie in der Tabelle IV (S. 158), 
so tritt die Ubereinstimmung ganz unzweifelhaft hervor. 

Die Totalreduktion ist also iibereinstimmend; erst bei der 
Bestimmung der Dextrose tritt der Unterschied hervor. 

Michaelis und Rona haben dagegen auch ihre Lésungen 
vergoren und trotzdem mit Hollinger und Frank iberein- 
stimmende Werte gefunden. Hierbei ist die Methodik 
entscheidend. Michaelis und Rona bestimmten den Zucker 
durch Polarisation vor und nach der Garung, wir aber nach 
Bangs Methode der Blutzuckerbestimmung mit kleinen fiir 
Serum und Blutk6érperchen abgeinderten Modifikationen. Es 
fragt sich also, welches Verfahren zur Blutzuckerbestimmung 
das zuverlassigste ist. Die optische Methode erfreut sich keines 
guten Rufes. 

Frankel?) bemerkt z. B., daB diese Methode hier ganz 
unbrauchbar ist. Dies ist durchaus zutreffend. Denn 1. kann 
das Blut andere drehende Substanzen enthalten und weist sie 
tatsaichlich auf, und man kann a priori nicht wissen, inwieweit 
diese nach der Garung unverandert geblieben sind. 2. Wie 
Neuberg*) gefunden hat, treten bei der Girung neue 
drehende Substanzen auf. 3. SchlieBlich muB man _ hierbei 


1) Lepine und Boulud, Compt. rend. de l’Acad. d. Se. 1, 149, 
583, 1909. 

2) Sigmund Frankel, Deskript. Biochem. Wiesbaden 1907, S. 50. 

3) C. Neuberg, diese Zeitschr. 24, 430, 1910. 


a aaa pater reared 
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a 
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Tabelle IV. 
Versuch Nr. Totalreduktion Dextrose 
%/y "lo 
l Blutkérperchen+-Serum 0,071 0,030 
_ Serum ___ss—i,08S (041 
Blutkérperchen +-Serum 0,112 0,055 
___ Serum 0,127 0,079 ae 


Blutkérperchen + Serum 0,078 _ 

Serum uns. 0,071 — ___ 0,026 
Blutkérperchen + Serum 0,084 0,636 

= Serum , o 0,107 PT 0,054 

Blutkérperchen ++ Serum 0,077 0,029 

Serum 0,087 __ 0,047 : 


6 Blutkérperchen -+Serum 0,113 0,062 
Serum 0,136 _ 0,101 





7 Blutkérperchen-}-Serum 0,060 — 0,028 
_ ___ Serum Ys ae __ 0,040 _ 
8 Blutkérperchen -++-Serum 0,101 —_ 

— Serum 0,114 0,065 ’ 
9 Blutkérperchen + Serum 0,099 0,040 
.. ee. we 7 
10 Blutkérperchen -++- Serum 0,093 0,055 

Serum , 0,114 _ 0,084 





11 _ Blutkérperchen-}Serum 0,091 0,050 

wie ke ee 0,109 0,076 
Blutkérperchen + Serum 0,109 0,056 

Serum 0,132 0,090 

Durchschnitt: Blutkérperchen-+-Serum 0,091 0,046 
Serum 0,103 0,063 








besonders beriicksichtigen, daB der abgelesene Drehungswinkel 
bei dem geringen Zuckergehalt nur sehr gering ist. Rona 
und Takahashi geben von -++0,2° bis + 0,5° an. Sie er- 
klaren zwar, da8 der mittlere Fehler nur + 0,01° betrigt. 
Friiher haben aber Michaelis und Rona’) denselben Fehler 
zu ,,héchstens 0,05° oder durchschnittlich bis + 0,025° an- 
gegeben. Der Ablesungsfehler kann also bis 20°/, ansteigen! 
Wenn man hierzu den durch die Girung selbst bedingten 
Polarisationsfehler addiert, kann man sehr wohl die unrichtigen 
Versuchsergebnisse dieser Forscher verstehen. 


1) Michaelis und Rona, diese Zeitschr. 14, 480, 1908. 





Zur Theorie der Enzymwirkung. 
Von 


Oscar Loew. 


(Eingegangen am 21. Januar 1911.) 


Es ist bekannt, daB die Lésungen der Enzyme durch Er- 
wirmen auf 60 bis 80°, sowie durch verdiinnte Séuren und Al- 
kalien so leicht ihre Wirksamkeit verlieren, daB nur der SchluB 
iibrig bleibt auf das Vorhandensein von labilen Atomgruppen, 
die durch Umlagerungen leicht veraindert werden. Chemische 
Labilitat und chemische Arbeit hangen somit aufs engste zu- 
sammen. Da man die chemische Arbeit der Enzyme durch 
Erhéhung der Temperatur bis nahe zur Tétungsgrenze (Um- 
lagerungsmoment) steigern kann, so kann nicht anders geschlossen 
werden, als daB hier die thermische Energie chemische Arbcit 
geleistet hat. Da aber getétete Enzyme hierzu unfahig sind, 
so ist weiter zu schlieBen, daf8 nur die labilen Atome jene 
Leistung vermiitelten, indem dieselben thermische erst in che- 
mische Energie umwandeln, bevor die Arbeit geleistet wird. 
Diese Umwandlung geht hier so leicht vonstatten, wie die des 
elektrischen Stromes in Licht. Ich habe deshalb schon friiher den 
Satz ausgesprochen,') daB labileAtomgruppen befahigt sind, 
schon bei relativ niederer Temperatur thermische in 
chemische Energie umzuwandeln. Die thermische Energie 
kann hierbei entweder durch die Respiration der Zellen oder 
durch das Warmereservoir unserer Atmosphare oder durch eine 
kiinstliche Warmequelle geliefert werden. 

Ich meinte, daB meine Ausfiihrungen fiir jeden, der in der 
theoretischen organischen Chemie etwas bewandert ist, leicht 


1) Physikalisch-chem. Centralbl. 5, 609. Siehe auch Pfliigers Archiv 
1904, 96. 
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verstandlich gewesen waren und war deshalb nicht wenig iiber- 
rascht, als in der kiirzlich erschienenen 3. Auflage des Werkes 
von Prof. Carl Oppenheimer folgende merkwiirdigen Siatze') 
in bezug auf obige Darlegung erschienen. 

Die Fermente sind danach sehr labile Substanzen, die sich sozu- 
sagen explosionsartig zersetzen und dadurch Bewegungen iibertragen. In 
einer neueren Arbeit glaubt Loew, daB es sich nicht um Aldehyde, son- 
dern um Ketone handelt, was er und Aso dadurch zu stiitzen trachten, 
da8 Hydrazin usw. giftig auf Enzyme wirken. Diese Dinge sind aber 
rein spekulativ, wenn auch die Grundannahme, daB die Fermente labile 
Gruppen enthalten, nicht von der Hand zu weisen ist.“ 

Der Schreiber dieser Satze, Herr Prof. Herzog, hat sich 
vielleicht nicht die Miihe genommen, meine Darlegungen wirk- 
lich verstehen zu wollen, sonst hatte er unméglich von Ex- 
plosion und Spekulation reden kénnen. Bei der Wichtigkeit 
der Sache und der groBen Verbreitung jenes sonst so griind- 
lichen Werkes bin ich gezwungen, meine Anschauungen in leicht 
verstandlicher Form nochmals zusammenzufassen. 

Es wird hier vor allem nétig, den Begriff der chemischen 
Labilitaét zu definieren. Es geniigt nicht, labile Atomgruppen 
schlechtweg als ,,leichtverinderliche’‘ zu definieren, denn es er- 
gibt sich bei naherer Betrachtung bald, da zweierlei grund- 
verschiedene Arten von chemischer Labilitét zu unterscheiden 
sind, worauf ich schon vor Jahren hingewiesen habe.*) Ich 
unterschied dieselben als potentiell-labil und kinetisch-labil oder 
als statisch und dynamisch, je nachdem die zur AuBerung 
kommende chemische Energie bloB aufgespeichert ist oder in 
kontinuierlich tatiger Form ausgeiibt wird. Bei jener Form von 
Labilitét kann die aufgespeicherte chemische Energie*) durch 
geringfiigige Ursachen plétzlich kinetisch werden, wobei eine 
so heftige Neulagerung der Atome stattfindet, daB eine Ex- 
plosionserscheinung eintritt, wie bei Nitroglycerin, Acethylen- 
kupfer, Knallquecksilber, Diazotetrazotsiure und anderen Diazo- 


1) Allgemeiner Teil S. 26 und 27. 

2) So in der ersten Auflage meiner Schrift: Die chemische Energie 
der lebenden Zellen. Miinchen 1899, 8S. 135. 

3) Selbstverstandlich ist diese intramolekular aufgestapelte chemische 
Energie verschieden von der erst durch Vereinigung mit Sauerstoff bei 
der Verbrennung freiwerdenden sog. ,,Sonnenenergie‘‘ der organischen 
Substanzen. 
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kérpern, organischen Peroxyden und Ozoniden. Von der ur- 
spriinglichen Struktur der Molekiile bleibt hier gar nichts mehr 
erhalten, und die freiwerdende chemische Energie aéuBert sich 
zum Teil in Form von thermischen und mechanischen Effekten. 

Eine kontinuierliche EnergieauBerung ware hier nur még- 
lich, wenn die Explosionen in gewissen kleinen Zeitraumen nach- 
einander stattfinden wiirden wie bei dem Gasmotor. Es ist 
klar, daB hier die Energieleistung von einer stetigen Substanz- 
zertriimmerung begleitet ist, und nur eine groBe Kurzsichtigkeit 
kénnte deshalb die Enzymwirkung mit einer solchen Art von 
EnergieéuBerung vergleichen, denn die Enzyme bleiben ja 
bei ihrer Arbeitsleistung véllig unverandert. 

Herzog tut mir sehr unrecht, wenn er mir solche An- 
sichten zuschreibt, denn ich habe im Gegenteil stets die An- 
wendung der Explosionshypothese auf die AuBerungen lebender 
Zellen oder Enzyme bekémpft.') Wenn man die Enzymwirkung 
iiberhaupt mit einer Maschinentatigkeit vergleichen will, so paBbt 
am besten der Vergleich mit einem HeiSluftmotor, durch welchen 
zugefiihrte Warme direkt in mechanische Arbeit umgewandelt 
wird, wahrend bei den Enzymen die Warme durch labile Gruppen 
chemische Arbeit leistet. 

Es kann sich bei den Enzymen nur um eine kine- 
tische Labilitat handeln. 

Seit lange weiB man, daB gewisse Atomgruppen leichter 
reagieren als andere, daB gewisse Wasserstoffatome z. B. leichter 
substituierbar sind als andere in demselben Molekiil; man weiB, 
da8 gewisse Stoffe sich leicht an der Luft von selbst oxydieren, 
andere, chemisch sogar sehr nahestehende aber nicht. Es ist be- 
kannt, da8 manche Stoffe sich sehr leicht kondensieren, andere sich 
polymerisieren. Alle diese Zustande belegt man mit dem Worte 
,chemische Labilitét‘‘. Aber es ist eine andere Art als die 
oben geschilderte, denn die Veranderungen fiihren niemals zu 
einer Zertriimmerung des Molekiils unter Auslésung potentieller 
Energie. Die Struktur bleibt im Gegenteil oft bis zu gewissem 


1) So heiBt es z. B. in der ersten Auflage meiner oben zitierten 
Schrift S. 150: ,,Der Leser wird sich indessen schon iiberzeugt haben, 
daB jener Vergleich — mit einer Explosion — gar nicht paBt.“‘ Siehe 
auch zweite Auflage, S. 119, wo der Vergleich der aktiven Proteine in 
der lebenden Zelle mit einer explosiven Substanz verworfen wird. 

Biochemiache Zeitachrift Band 31. ll 
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Grade erhalten, ja manchmal ist das Umwandlungsprodukt so- 
gar leicht wieder in die urspriingliche Verbindung zuriickzufiihren. 
Diese kinetische Labilitat ist bedingt durch ein vergréBertes 
Schwingungsvolumen und dieses wieder dadurch, daB zwei 
oder mehrere benachbarte Atome zugleich auf ein und dasselbe 
Atom einwirken.') Infolgedessen kann das in gréBeren Schwin- 
gungen befindliche labile Atom leichter Affinitaéten nach aufSen 
entwickeln, es wird leichter substituierbar oder oxydierbar, es 
kann zu Kondensationen fiihren. Wird dann ein solcher Vor- 
gang ausgelést, so tritt im Moment der Reaktion Warme auf, 
die chemische Energie des labilen Atoms ist verschwunden und 
damit das groBe Schwingungsvolumen; es hat mit dem Verlust 
der chemischen Energie in Form von Warme zugleich eine 
molekulare Kontraktion stattgefunden. 

Das Schwingungsvolumen des fiir Aldehyde und Ketone 
charakteristischen Carbonylsauerstoffatoms wurde zu 12,2 be- 
stimmt, gegeniiber dem von 7,8 fiir das Hydroxylsauerstoffatom. 
Es kann also daraus geschlossen werden, daf der chemischen 
Energie eine gréBere Schwingungsamplitude und Schwingungs- 
dauer zukommt als der thermischen; denn die stabilen Atome 


in einer Verbindung unterliegen ja bei gewohnlicher Temperatur 
nur der umgebenden thermischen Energiebewegung.*) Das 


1) Man kann sich davon z. B. ein Bild machen, wenn man einem 
aufgehangten eisernen Gegenstand von passender Form einen oder zwei 
Magneten nahert. 

2) Ich habe schon vor nahezu 30 Jahren den Zusammenhang zwischen 
dynamischer Labilitat mit Energieleistung betont. So heiBt es in Pfliigers 
Archiv 22, 510 in einer Anmerkung: ,,Es scheint mir, da8 die Schwin- 
gungen in der Aldehydgruppe durch die Nahe von Amidogruppen ge- 
steigert werden, wodurch dann die Leistungen der ungeformten Fermente 
noch besser verstaindlich wiirden.“ In der Schrift: Die chemische Kraft- 
quelle im lebenden Protoplasma, Miinchen 1882, S. 20, heiBt es: ,,Wir 
wissen, daB mit der Steigerung der inneren Bewegung durch Warme- 
zufuhr, bei einem organischen Kérper auch seine Zersetzlichkeit, seine 
Neigung, mit anderen K6rpern sich zu verbinden, wiachst. Umgekehrt 
diirfen wir schlieBen, daB solche Kérper, die wie die Aldehyde schon bei 
gewohnlicher Temperatur leicht reagieren, eine bedeutende Bewegung ge- 
wisser Atomgruppen besitzen.“‘ Nagelis Theorie der Fermentwirkungen 
nimmt zwar gewisse Schwingungen an, die von Enzymen ausgehen — 
aber jede Begriindung, wie diese Schwingungen zustande kommen sollen, 
fehite noch. 
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Schwingungsvolumen des Stickstoffatoms in der Cyangruppe 
ist ca. 7mal so groB als das des Stickstoffatoms in der Amido- 
gruppe, dementsprechend sind auch Cyangruppen sehr labiler 
Natur, wie bei Nitrilen und der Cyanséure zutage tritt. Aber 
nicht nur die Bestimmungen des Schwingungsvolumens, sondern 
auch die Verbrennungswarme kann zum Verstandnis der Energie 
labiler Gruppen herangezogen werden. 

Sehr richtig schlie}t Stohmann, wenn er sagt: ,,Die Gesamt- 
verbrennungswairme organischer Verbindungen besteht aus zwei Teilen; 
der gréBere Anteil wird bestimmt durch die Zahl und Art der Atome, 
der andere, kleinere, durch die Stellung der Atome im Molekiil; letztere 
ist es, die in enger Beziehung zum Molekularvolumen, Schmelz- und 
Siedepunkt, Lichtbrechungsvermégen und dem Grade der Bestandig- 
keit steht.“ 


Als besonders interessante Falle von chemischer Labilitat 
seien folgende erwahnt: Amidoathylaldehyd (E. Fischer) und 
Diamidoaceton (Riigheimer und Mieschel) erleiden bald nach 
ihrer Darstellung eine Verainderung, ebenso Chinondiimid (Wil1- 
statter) und Imidodihydroxamsiéure (Bamberger). Grobe 
Neigung zu spontaner Polymerisation besitzen die Dialdehyde 
von Korksaure, Glutarsiure und Bernsteinséure, sowie die labile 
Form von Cyclooctadien (Willstatter). GroBe Reagierfahig- 
keit ist dem Fulven (Thiele), den Ketenen (Staudinger) 
und dem Monobromacetylen eigen. Orthoaminobenzaldehyd 
(P. Friedlander) erleidet leicht Umlagerung. 

Nach Claisen existieren in der Benzolreihe 1,3 Diketone 
in zwei verschiedenen Formen. Es hangt von der Natur der 
eingetretenen Radikale, der Temperatur und der Natur des 
Lésungsmittels ab, welche Form die bestandigere ist. Abhnliches 
gilt fiir die tautomeren Formen des Diacetbernsteinsiureesters 
(Knorr), des Phenylformylessigesters von Wislicenus und des 
Acetessigesters. Geht die Keto- in die Enolform iiber, so 
handelt es sich um eine bedeutende Wanderung eines Wasser- 
stoffatoms, wobei der Ketonsauerstoff durch Ubergang in Hydroxyl 
sein groBes Schwingungsvolum verliert, waihrend durch die ent- 
stehende doppelte Bindung zwischen den zwei Kohlenstoff- 
atomen der in Reaktion tretenden Atomgruppen eine Ver- 
gréBerung des Schwingungsvolumens dieser Kohlenstoffatome 
stattfindet. So wechselt hier Kontraktion mit Expansion, so- 


bald das labile Wasserstoffatom seine Stelle wechselt. Wir haben 
11* 
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hier ein Spiel von Bewegungserscheinungen, das durch 
chemische Energie bedingt und durch die thermische 
Energie der Umgebung unterhalten wird. 

Es ist in dieser Beziehung von besonderem Interesse, daB, 
wie Kaufmann’) gefunden hat, Carbonylgruppen in Ketonen 
und Aldehyden zur Umwandlung von Energie auch in anderer 
Beziehung sich eignen, naémlich zur Umwandlung von Tesla- 
strémen in Licht. 

Wenn nun ein Stoff A mit labilen Atomen mit Molekiilen 
eines anderen Stoffes B in innige Beriihrung kommt, deren 
Atome nicht schwer in Bewegung zu setzen sind, so kann ent- 
weder eine Reaktion zwischen beiden Stoffen eintreten und eine 
Verbindung sich bilden, oder die Ubertragung der chemischerr 
Energie von A auf die Atome von B kann in B selbst: eine 
Verainderung erzeugen, wahrend A unverandert bleibt. Ein 
solcher Fall liegt z. B. vor, wenn Cyangas in eine wisserige 
Lésung von Athylaldehyd geleitet wird. Liebig hat hierbei 
die Bildung von Oxamid aus Cyan beobachtet, wobei der 
Athylaldehyd nicht in Reaktion trat. Es liegt also hier eine 
Katalyse durch chemische Energie vor, ein Analogon 
zur Katalyse durch Lichtwirkung. 

Behufs Ubertragung von Energie ist noch die innigste Be- 
rihrung ein Erfordernis. Da6 dieselbe z. B. durch eine spezi- 
fische Konfiguration erreicht werden kann, geht aus einer Be-' 
obachtung E. Fischers an «- und #-Methylglucosid hervor. 

Wie kann man nun die Natur von labilen Atomgruppen 
ergriinden? Die organische Chemie kennt eine groBe Anzahl 
von charakteristischen Reaktionen behufs Erkennung von be- 
stimmten Atomgruppierungen. Um die Carbonylgruppe zu er-: 
kennen, wendet man z. B. Phenylhydrazin an, wodurch ‘selir! 
leicht ein sog. Phenylhydrazon gebildet wird. Im allgemeinen 
reagieren Hydrazin und Hydroxylamin sehr leicht mit Aldehyden 
und Ketonen, wobei unter Verlust der charakteristischen Eigen- 
schaften Hydrazone resp. Oxime entstehen. 

Wenn man nun Hydrazin oder Hydroxylamin bei giwthia! 
licher Temperatur und in véllig neutraler Lésung mit En- 
zymen in Beriihrung la6t, so findet eine Einwirkung statt; 


1} Ber. d. Deutsch. chem. Ges: 38 und 35. 
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denn die Enzyme verlieren ihre charakteristische Eigenschaft, 
ibre Aktivitat. Soll man nun Halt machen und die Logik be- 
graben — oder soll man den Schleier wegreiBen und den einzig 
zulassigen Schlu8 ziehen auf die Anwesenheit von Carbonyl- 
gruppen in den Enzymen und deren Beteiligung bei der Aktions- 
fahigkeit der Enzyme? 

Ich hatte schon friher, im Jahre 1888, von der Vermutung 
ausgehend, da es sich bei der Labilitét der Enzyme um das 
gleichzeitige Vorhandensein von Aldehyd- und Amidogruppen 
handle, verdiinnte neutrale Lésungen von freiem Hydroxylamin 
auf Diastase wirken lassen und gefunden, daB diese hierbei nach 
24 Stunden Stehen unwirksam wurde.') Spiater konstatierte 
ich die gleiche Erscheinung bei Katalase.*) Aso*), der auf 
meinen Vorschlag solche Studien fortsetzte, beobachtete: Hy- 
droxylamin tétet in 1°/, iger neutralisierter Lésung bei 40° in 
4 Stunden Pepsin, Trypsin und Diastase. Hydrazin tétet bei 
40° in 2 Stunden ebenfalls dieselben Enzyme, wahrend die 
Wirksamkeit von Emulsin erst in 8 Stunden bis auf Spuren 
vernichtet ist. Methylhydrazin tétet bei 40° in 4 Stunden 
Pepsin, Trypsin und Diastase véllig ab. 

Wroblewsky*) fand, dai Zymaselésung auf Zusatz von 
1,3°/, freien Hydroxylamins unwirksam wird. 

Da ich nun keine Metallreduktion aus hochverdinnter, 
schwach alkalischer Silberlésung bei Zimmertemperatur unter 
Lichtabschlu8 durch Enzyme beobachten konnte, schlo8 ich, 
da8 die mit Hydroxylamin und Hydrazin reagierenden Carbonyle 
mehr auf Ketonnatur als auf Aldehydnatur der Enzyme deuten.°) 

Um zu beobachten, ob Amidogruppen sich bei dem Zu- 
standekommen des hohen Labilitatsgrades resp. der Arbeits- 
leistung der Enzyme beteiligen, lieB ich i. J. 1888 Formaldehyd, 
von dem wir wissen, daB er mit Amidogruppen leicht rea giert 





1) Journ. prakt. Chem. 37, 104. 

2) Catalase, a new enzyme of general occurrence, 8. 29. U.S. Dept. 
of Agriculture, Washington 1901. 

3) Bulletin, College of Agriculture, Tokyo, 6, 1905. Leider gelang 
es nicht, die Einwirkungsprodukte in krystallisierter Form zu gewinnen. 

*) Centralbl. f. Physiol. 1898, Heft 12. 

5) Manche Amidoketone reduzieren zwar auch, aber wie es scheint 
nicht bei sehr hoher Verdiinnung der Silberlésung. 
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in 0,5°/,iger neutraler Lésung auf Enzyme wirken und _ be- 
_ obachtete ein baldiges Unwirksamwerden von Pepsin und 
Diastase. Papayotin, Trypsin und Emulsin lieferten mit Form- 
aldehyd ganz unwirksame Niederschlige. Katalaselésung wird 
in 1 Stunde durch Zusatz von 4°/, Formaldehyd unwirksam. 
Seither haben andere Autoren ahnliche Beobachtungen gemacht, 
Bokorny an Myrosin, Chymosin und Diastase, Pottevin an 
Invertase, Vines an Papain, Wroblewsky an Zymase. 

Ein charakteristisches Reagens auf Amidogruppen ist sal- 
petrige Saiure, die damit entweder unter Bildung von hydroxy- 
lierten oder diazotierten Kérpern reagiert. Je labiler die Wasser- 
stofiatome in der Amidogruppe, desto leichter wird diese zerstort. 
Nun hat Wroblewsky (l.c.) beobachtet, daS HefepreBsaft auf 
Zusatz von 0,5°, salpetrigsauren Natrons bald die Wirksamkeit 
auf Glucose einbiiBt. Aso (l.c.) hat sehr verdiinnte Lésungen 
von Natriumnitrit und Natriumnitrat (zur Kontrolle) mit der 
berechneten Menge titrierter verdiinnter Schwefelsiure versetzt 
und auf Enzyme wirken lassen, wobei sich ergab, da die sal- 
petrige Siure auf Pepsin, Trypsin und Emulsin viel schad- 
licher wirkte als die an Aciditaét starkere Salpeter- 
siure. Pepsin wurde bei 40° durch 2°/,ige salpetrige Saure 
in 1 Stunde, Trypsin durch 0,05°/,ige in 1 Stunde, Emulsin 
bei 18° in 16 Stunden durch eine 0,5°/, ige getétet. Es kommt 
hier also nicht die Aciditaét an sich in Betracht, die lediglich 
eine Umlagerung bewirkt hatte, bei der die Natur der sich um- 
lagernden Gruppen nicht zutage treten kann, sondern es 
muBte jene spezifische Wirkung der salpetrigen Siure eingetreten 
sein. Anders liegt der Fall bei Diastase, die gegen Mineral 
sauren tiberhaupt selbst bei groBer Verdiinnung sehr empfindlich 
ist; deshalb war kein eindeutiges Resultat zu erwarten.') 

Diese simtlichen hier erwahnten Tatsachen, die zur che- 
mischen Charakterisierung von Enzymen gehéren, werden nun 
in allen Werken iiber Enzyme einfach totgeschwiegen. 

Eine interessante Analogie mit manchen Fermentwirkungen 
hat Neuberg*) bei Studien iiber Photokatalyse in Gegenwart 
von Eisensalzen und anderen Metallverbindungen beobachtet. 


1) Weiteres siehe Pfliigers Archiv 102, 106 bis 109, 1905, 
2) Diese Zeitschr. 27, 271, 1910 und 29, 279, 1910. 
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..Molekularverkleinerung und Bildung von reaktionsfahigen Car- 
bonylverbindungen“ hat sich als das gemeinsame Charakte- 
ristikum dieser Lichtwirkungen erwiesen. Hier sind es die 
Lichtschwingungen, die in chemische Energie verwandelt werden, 
bei den Enzymen sind es die Warmeschwingungen. 

In neuerer Zeit hat auch Rosenthal’) die Ansicht vertreten, 
daf ,en Enzymen eine gewisse kinetische Energie innewohnt, 
die sie auf andere Korper iibertragen und dadurch deren Zer- 
fall herbeifiihren’.. Es gelang ihm, dieses durch einen Versuch 
sehr wahrscheinlich zu machen, bei dem Polysaccharide, Gluco- 
side und Proteine durch Einfiihrung in Solenoide, die von 
sckwankenden elektrischen Strémen durchflossen wurden, in 
ahnlicher Weise zerlegt wurden wie durch Enzyme.*) Er beriihrt 
auch die Frage nach der Spezifitat der Enzyme — allein hier 
betritt man den Boden der Spekulation. 

1) Sitzungsber. d. physikal.-mediz. Sozietét in Erlangen, 39, 557. 

*) Sitzungsber. d. preuB. Akad. d. Wiss. 1908. Quantitative Daten 
wiren hier erwiinscht, ferner Angaben iiber Saurebildung usw. 











Weitere Bemerkungen iber den Zusammenhang 
zwischen Oxydationsgrébe und Cytolyse der Seeigeleier. 
Von 


Jacques Loeb und Hardolph Wasteneys. 
(Aus dem Rockefeller Institut, New York.) 


(Eingegangen am 1. Januar 1911.) 


Zwei Notizen, die O. Warburg vor kurzem in dieser Zeit- 
schrift und in der Zeitschrift fiir physiol. Chem. veréffentlicht 
hat,') haben ein MiBverstandnis (fiir das wohl die Kiirze unserer 
Darstellung verantwortlich ist) zur Voraussetzung, das wir aber 
korrigieren méchten, da es sonst leicht zu weiteren MiBverstand- 
nissen Veranlassung geben kénnte. Er nimmt namlich an, dai 
die Eier von Arbacia nicht, wie es tatsichlich der Fall ist, 
alle in einer reinen Chlornatriumlésung der Cytolyse verfallen, 
sondern nur 20°/, derselben; und er schlieBt deshalb, da8 
Wasteneys und ich seine ,,Erklirung der Cytolyse durch 
Messungen an Organismen widerlegen, die nicht cytolysieren 
und fiir die das von ihm bearbeitete Problem nicht existiert*‘. 

Wir vermuten, daS das Mifversténdnis von Warburg 
durch folgenden Passus in unserer Arbeit*) veranlaBt war. 
».Wenn man Arbaciaeier 1 Stunde lang in eine Chlornatrium- 
lésung bringt, so gehen meist nicht mehr als 20°/, der Eier an 
Cytolyse zugrunde, wahrend die iibrigen 80°/, sich, wenn man 
sie in normales Seewasser zuriickbringt, zu schwimmenden 
Larven entwickeln.‘ Wir hatten hier zufiigen sollen, daB, 
wenn die Eier nicht nach 1 Stunde aus der reinen Chlor- 
natriumlésung genommen werden, sie alle der Cytolyse ver- 


1) Diese Zeitschr. 29, 414; Zeitechr. f. physiol. Chem. 69, 496. 
2) Diese Zeitschr. 28, 340. 
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fallen.') Die Cytolyse ist ein Vorgang, der Zeit erfordert und 
nicht bei allen Eiern gleichzeitig eintritt. 

Wir haben also die Oxydationsvorginge bei Eiern gemessen, 
die aile unter dem Einflusse der Chlornatriumlésung der Cyto- 
lyse verfallen, aber den Versuch beendet, als erst 20°/, der 
Eier zerstért waren. Ware die Zerstérung der Eier in einer 
reinen Chlornatriumlésung durch eine erhebliche Erhohung der 
Oxydationen (auf das 5fache) bedingt, wie Warburg annimmt, 
so hatte sich das doch wohl in einer Zunahme des Sauerstoff- 
verbrauches in unseren Versuchen zeigen sollen. 


1) J. Loeb, diese Zeitschr. 29, 80, 1910. 





Nachtrag zu der Arbeit von H. Klein: 


Uber die Resorption von Cholesterinestern. 
Von 
A, Magnus- Levy. 
(Diese Zeitschr. 29, 465.) 


In der obigen Arbeit ist Bezug genommen worden auf einen SchluB, 
den Fraiser und Gardner aus Hamolyseversuchen nach Cholesterin- 
fiitterung auf die Form des Cholesterins im Blutserum zichen, zugleich 
mit der Bemerkung und Begriindung, daB mir dieser SchluB nicht 
biindig schiene. (Auf die Tatsache der Festigung gegen Hamolyse wurde 
dabei nicht cingegangen, da sie mit der Arbeit von Klein nicht in Be- 
siehungen stand.) Auf Wunsch von Herrn Dr. Pribram trage ich hier- 
mit nach, daB er den gleichen Versuch schon vor den englischen Autoren 
ausgefiihrt und den gleichen Schlu8 gezogen hat. *) 


1) Diese Zeitechr, 1, 414, 1906. 
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Uber zuckerfreie Hefegarungen. I. 
Von 


(. Neuberg und A. Hildesheimer. 


(Aus der chemischen Abteilung des Tierphysiolog. Instituts der Kgl. 
Landw. Hochschule zu Berlin.) 


Vor kurzem haben Neuberg und Wastenson mit- 
geteilt’), daB bei der Einwirkung von Hydroperoxyd und 
Eisensalzen auf Aceton eine eigentiimliche Oxydation des 
Acetons eintritt; aus den Reaktionsprodukten konnte mit p- 
Nitrophenylhydrazin das entsprechende Osazon des Methyl- 
glyoxals isoliert werden. Die Bildung desselben ist vielleicht 
im Sinne folgender Formeln zu deuten: 

a) CH,-CO-CH, —» CH, -C(OH):CH, 

8) CH,-C(OH):CH, + H,O, = CH, -C(OH),-CH,OH 

y) CH,-C(OH),-CH,OH = H,O ++ CH, -CO-CH,OH 

6) CH,-CO-CH,OH + 0 = H,0O -+- CH,-CO-CHO. 

Ferner hat sich herausgestellt, daB nach Abdestillieren 
der fliichtigen Produkte aus der zuvor neutralisierten Lésung 
noch eine stark reduzierende Substanz zuriickblieb. 

Es lag im Bereiche der Méglichkeit, daB durch Wieder- 
holung des angegebenen Reaktionsmechanismus aus intermediar 
gebildetem Brenztraubenalkohol (Acetol) das kaum_ fliichtige 
Dioxyaceton entstanden wire: 

e) CH,-CO.CH,OH —+ CH, :C(OH)-CH,OH 

¢) CH, :C(OH)-CH,OH+-H,0, — CH,OH -C(OH), -CH,OH 

7) CH,OH -C(OH), -CH,OH — H,O+CH,OH -CO-CH,OH. 

Zur Priifung dieser Annahme wurden Giarungsproben an- 
gestellt, da ja nach den Ergebnissen von G. Bertrand®*), 
P. Boysen-Jensen*) sowie E. Buchner und J. Meisen- 
heimer*) das Dioxyaceton giarbar ist. 


1) Sitzung d. Berl. Physiol. Ges. vom 20. Januar 1911. 

*) G. Bertrand, Annal. de Chem. et de Phys. [8], 3, 181, 1904. 

3) P. Boysen-Jensen, Ber. d. Deutsch. botan. Ges. 26a, 666, 1908. 

4) E. Buchner und J. Meisenheimer, Ber. d. Deutsch. chem. 
Ges. 43, 1773, 1910. 
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Tatsachlich fielen die Garproben positiv aus, ohne daB es 
jedoch gelang, Dioxyaceton in Form des leicht erhaltlichen 
Glycerosazons oder avf andere Art nachzuweisen; auch etwa 
durch Kondensation von Dioxyaceton gebildete Hexosen wurden 
gieichfails nicht aufgefunden und konnten deshalb nicht fiir das 
Garungsvermégen der Acetonoxydationsprodukte verantwortlich 
gemacht werden. 

Diese Beobachtungen im Verein mit dem Befunde, da8 
ein Teil der reduzierenden, aus neutraler Lésung nicht fliichtigen 
Oxydationsprodukte des Acetons aus Brenztraubensiure') be- 
stand, gab uns Veraniassung, verschiedene Substanzen aus der 
3- Kohlenstoffreihe beziiglich ihres Verhaltens zu Hefe zu 
prifen. 

Der Brenztraubenaldehyd (Methylglyoxal) CH, -CO-COH 
ist von E. Buchner und J. Meisenheimer®*) als unvergarbar 
durch HefepreBsaft, von P. Mayer*) und A. Wohl*) als un- 
angreifbar durch lebende Hefe erkannt. Darum ist die be- 
stechende Ansicht, daf Methylglyoxal ein Zwischenprodukt der 
alkoholischen Garung sei [A. Wohl*), A. Windaus und 
F. Knoop sowie E. Erlenmeyer jun.] von Buchner und 
Meisenheimer’) verlassen. 

Es ist nun zu bedenken, daB nach den grundlegenden 
Befunden von Battelli und Stern®) sowie von Parnas’) ein- 
fache Aldehyde in Beriihrung mit lebenden Zellen unbestandig 
sind und im Sinne der Cannizaroschen Reaktion zu dem 
entsprechenden primaren Alkohol und dessen Saure unter Auf- 
nahme von | mol. H,O umgelagert worden: 


R-COH-!-H, R-CH,OH 
+ |=. + 
R-COH O  R-COOH. 


1) Dieseibe entsteht wohl aus dem Methylglyoxal oder Acetol durch 
weitere Oxydation. 
0) CH,-CO.COH 1-O CH,-CO-COOH 
1) CH,-CO-CH,OH -- 0, — H,O -+ CH, -CO-COOH. 
2) E. Buchner und J. Meisenheimer, Ber. d. Deutsch. chem. 
Ges. 39, 3202, 1906. 
3) P. Mayer, diese Zeitschr. 2, 435, 1906. 
4) A. Wohl, diese Zeitschr. 5, 45, 1907. 
5) Siehe FuBnote 4 Seite 170. 
‘) F. Battelli und L. Stern, Bull. de la Soc. biolog. 1910, Mai: 
diese Zeitschr. 28, 145, 1910. 
7) J. Parnas, diese Zeitschr. 28, 274, 1910. 
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Im Sinne dieser Erfahrungen ergibt sich die Forderung, 
zu priifen, wie sich die Umlagerungsprodukte des Methy!- 
glyoxals nach Cannizaro: 


CH,-CO-COH H, CH,-CO.CH,OH 


CH,.GO-COH O CH,-CO-COOH, 
d. i. Brenztraubenalkohol und Brenztraubenséure, zur Hefe ver- 
halten. Zunachst wurde die leicht in reinem Zustande erhiltliche 
Brenztraubensaure gepriift. Sie ergab in gewisser Hinsicht 
sofort ein positives Resultat. Sie liefert namlich, in Form 
léslicher Salze verwendet, in den itblichen Gérungsréhrchen 
reichlich Kohlendioxyd. 


Das Nahere ergeben folgende Versuchsprotokolle. 


Benutzt wurden die gewohnlichen Gaérungsréhrchen nachSchrétter, 
mit 10 bis 11 com Inhalt des langen Schenkels. Temperatur in der 
Regel 36°. Hefemenge 1 bis 2 g auf 15 com der Lésung. 


Versuch I. 
3°/,ige wasserige Lésung der Brenztraubenséure; innerhalb 
24 Stunden keine CO,-Entwicklung. 
Versuch 2. 
1°/,ige wasserige Brenztraubenséurelésung; in 36 Stunden 
keine Garung. 
Versuch 3. 
5°/,ige Lésung von brenztraubensaurem Ammoniak; inner- 
halb 24 Stunden 8 ccm CO,,. 
Versuch 4. 
6°/,ige Lésung von brenztraubensaurem Ammoniak; 
nach 24 Stunden ca. 7 ccm CO,. 
Versuch 5. 
5°/,ige Lésung von brenztraubensaurem Kalium; 
nach 24 Stunden 10 ccm CO,. 
Versuch 6. 
4°/,ige Lésung von brenztraubensaurem Natrium; 
nach 22 Stunden 9 ccm COQ,. 


Versuch 7. 
5°/,ige Lésung von brenztraubensaurem Caleium’) ; 
nach 24 Stunden ca. 7 ccm CO,. eo 


1) 5°/,ige Lésung der freien Séure mit CaCO, bei 40° bis zur 
neutralen Reaktion geschiittelt und filtriert. 
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Versuch 8. 
3°/,ige Losung von brenztraubensaurem Natrium 
lieferte bei 15° nach 20 Stunden ca. 1 com CO,; nach 6stiindigem 
Verweilen der Probe im Brutschrank bei 36° rund 7 ccm COQ,. 


Versuch 9. 

5°! ,ige Lésung von brenztraubensaurem Kalium ergab 
bei 33° innerhalb 6 Stunden etwa 1,5 ccm CO,, nach 24 Stunden 
%ccm, nach 40 Stunden 11 ccm CO,. 

Aus diesen Versuchen folgt, daB die freie Brenztrauben- 
sdure nicht, wohl aber ihre léslichen Alkali- und Erdalkalisalze 
mit Hefe ,,garen‘‘. 

Die nach dem Ausfall der ersten Versuche anfanglich gehegte Ver- 
mutung, da8 nur das Ammonsalz von der Hefe angreifbar sei, hat sich 
nicht bestatigt. Die Gegenwart von Stickstoff in Form des Ammonsalzes 
ist keineswegs erforderlich. 

Deutlich ist eine gewisse Inkubationszeit erkennbar. Erst 
nach 8 bis 10 Stunden setzt kraftige Kohlensdureentwicklung ein. 

Diese Verhaltnisse illustriert iibersichtlich 


Versuch 10. 

Derselbe ist mit der 5°/,igen Lésung des Kaliumsalzes in 
einem registrierenden Girungsapparat angestellt, der von 
den Herren W. Caspari und R. von der Heide konstruiert 
ist.) Es ergab sich, daB hierbei nach 6 Stunden 0,5 ccm, nach 
12 Stunden 1,5 ecm, nach 24 Stunden 4ccm und nach 46 Stunden 
8 com CO, entwickelt. waren. (Temperatur 28 bis 32°.) 


Das von der Hefe aus brenztraubensauren Salzen erzeugte 


Gas ist scharf als Kohlendioxyd erkannt; es wird praktisch 
restlos von Kali- oder Natronlauge absorbiert. 

So einfach die Feststellung des gasfémigen Garungs- 
produktes ist, so wenig geklart ist die Natur des oder der 


iibrigen Garungserzeugnisse. Bisher haben wir Athylalkohol 


nicht nachweisen kénnen. 


Nach 24 Stunden. ist im Girgut Brenztraubensiure mit 


der Phenylhydrazinreaktion nach E. Fischer*) sowie mit der 
Nitroprussidnatriumprobe noch erkennbar. Nach 48Stun- 
den ist die Brenztraubensiure aber mehr oder minder volistandig 
verschwunden, wenn man einen erheblichen HefeniiberschuB 


1) Sitzung der Berl. Physiol. Ges. vom 20. Januar 1911. 
2) E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges, 17, 578, 1884. 
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Im Sinne dieser Erfahrungen ergibt sich die Forderung, 
zu priifen, wie sich die Umlagerungsprodukte des Methy!l- 
glyoxals nach Cannizaro: 


CH,:CO-COH H, CH,-CO-CH,OH 

CH,-CO-COH 6 CH,-CO.COOH, 
d. i. Brenztraubenalkohol und Brenztraubenséure, zur Hefe ver- 
halten. Zunachst wurde die leicht in reinem Zustande erhiltliche 
Brenztraubensdure gepriift. Sie ergab in gewisser Hinsicht 
sofort ein positives Resultat. Sie liefert namlich, in Form 
léslicher Salze verwendet, in den iiblichen Gérungsréhrchen 
reichlich Kohlendioxyd. 


Das Nahere ergeben folgende Versuchsprotokolle. 


Benutzt wurden die gewdhnlichen Gérungsréhrechen nachSchrétter, 
mit 10 bis 11 com Inhalt des langen Schenkels. Temperatur in der 
Regel 36°. Hefemenge | bis 2 g auf 15 com der Lésung. 


Versuch lI. 
3°/,ige wasserige Lésung der Brenztraubensaure; innerhalb 
24 Stunden keine CO,-Entwicklung. 
Versuch 2. 
1°/,ige wasserige Brenztraubenséurelésung; in 36 Stunden 
keine Garung. 
Versuch 3. 
5°/,ige Lésung von brenztraubensaurem Ammoniak; inner- 
halb 24 Stunden 8 ccm CO,. 
Versuch 4. 
6°/,ige Lésung von brenztraubensaurem Ammoniak; 
nach 24 Stunden ca. 7 ccm CO,. 
Versuch 5. 
5°/,ige Lésung von brenztraubensaurem Kalium; 
nach 24 Stunden 10 ccm CO,. 


Versuch 6. 


4°/,ige Lésung von brenztraubensaurem Natrium; 
nach 22 Stunden 9 ccm COQ,. 


Versuch 7. 
5°/,ige Lésung von brenztraubensaurem Calcium’) ; 
nach 24 Stunden ca. 7 ccm CO,. 


1) 5°/,ige Lésung der freien Séure mit CaCO, bei 40° bis zur 
neutralen Reaktion geschiittelt und filtriert. 
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Versuch 8. 
3°/,ige Losung von brenztraubensaurem Natrium 
lieferte bei 15° nach 20 Stunden ca. 1 com CO,; nach 6stiindigem 
Verweilen der Probe im Brutschrank bei 36° rund 7 ccm CQ,. 


Versuch 9. 

5°!,ige Lésung von brenztraubensaurem Kalium ergab 
bei 33° innerhalb 6 Stunden etwa 1,5 ccm CO,, nach 24 Stunden 
%ccm, nach 40 Stunden 11 ccm CO,. 

Aus diesen Versuchen folgt, daB die freie Brenztrauben- 
saure nicht, wohl aber ihre léslichen Alkali- und Erdalkalisalze 
mit Hefe ,,garen‘“. 

Die nach dem Ausfall der ersten Versuche anfanglich gehegte Ver- 
mutung, da8 nur das Ammonsalz von der Hefe angreifbar sei, hat sich 


nicht bestatigt. Die Gegenwart von Stickstoff in Form des Ammonsalzes 
ist. keineswegs erforderlich. 


Deutlich ist eine gewisse Inkubationszeit erkennbar. Erst 
nach 8 bis 10 Stunden setzt kraftige Kohlensiureentwicklung ein. 
Diese Verhaltnisse illustriert iibersichtlich 


Versuch 10. 
Derselbe ist mit der 5°/,igen Lésung des Kaliumsalzes in 


einem registrierenden Gairungsapparat angestellt, der von 
den Herren W. Caspari und R. von der Heide konstruiert 
ist.') Es ergab sich, daB hierbei nach 6 Stunden 0,5 ccm, nach 
12Stunden 1,5 ccm, nach 24 Stunden 4ccm und nach 46 Stunden 
8 com CO, entwickelt. waren. (Temperatur 28 bis 32°.) 

Das von der Hefe aus brenztraubensauren Salzen erzeugte 
Gas ist scharf als Kohlendioxyd erkannt; es wird praktisch 
restlos von Kali- oder Natronlauge absorbiert. 

So einfach die Feststellung des gasfomigen Garungs- 
produktes ist, so wenig geklairt ist die Natur des oder der 
iibrigen Garungserzeugnisse. Bisher haben wir Athylalkohol 
nicht nachweisen kénnen. 

Nach 24 Stunden. ist im Girgut Brenztraubensiiure mit 
der Phenylhydrazinreaktion nach E. Fischer*) sowie mit der 
Nitroprussidnatriumprobe noch erkennbar. Nach 48 Stun- 
den ist die Brenztraubensiure aber mehr oder minder volistindig 
verschwunden, wenn man einen erheblichen HefeniiberschuB 


1) Sitzung der Berl. Physiol. Ges. vom 20. Januar 1911. 
2) E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 17, 578, 1884. 
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angewandt hat. Die Reaktion ist nach den Vergirungen sauer, 
neutral oder auch schwach alkalisch befunden worden. 


Bei dem 
Versuch 11 


mit 10g Brenztraubenséure (als Ammonsalz) in 250 ccm Leitungs- 
wasser und 5g Hefe wurde nach 54 Stunden die schwach sauer 
reagierende Fliissigkeit von der zu Boden gesunkenen Hefe 
abfiltriert und mit KOH alkalisch gemacht. Nachdem so ein 
Obergang von Spuren etwa noch vorhandener Brenztraubensiure 
verhindert war, wurde destilliert, und nach nochmaliger Zugabe von 
ca. 50cem H,O wurden 100 ccm tbergetrieben. Diese reagierten 
dank einem Gehalt an Ammoniak alkalisch und wurden deshalb 
nach Zusatz von verd. H,SO, bis zur sauren Reaktion abermals 
iiberdestilliert. Selbst die ersten Tropfen des Destillates enthielten 
keine nachweisbare Menge Alkohol. (Kaliumbichromatprobe.) 

Das Destillat zeigte folgende Reaktionen: 

a) Liebensche Jodoformprobe war momentan positiv. 

b) Gunningsche Jodoformreaktion positiv. 

ce) Ammoniakalische Silberlésung wird schwach, auf Zusatz 
von fixem Alkali sehr stark reduziert. 

d) Mit Fehlingscher Mischung erfolgt geringe Reduktion 
bei gelindem Erwiarmen, kraftige beim Kochen. 

e) Mit Nitroprussidnatrium und Natronlauge tritt gelbe 
Farbung ein, die auf Zusatz von Essigséure blaulich wird. 

f) Mit essigsaurem Phenylhydrazin und p- Nitrophenyl- 
hydrazin erhalt man nach kurzem Aufkochen krystallinische 
Niederschlage, jedoch nicht sehr reichlich. 

Dieselben Eigenschaften zeigte das Destillat beim 

Versuch 12. 

Es waren 25g Brenztraubensiure (als Kaliumsalz) mit 15 g 
Hefe 72 Stunden lang vergoren. Das Gargut reagierte hier schwach 
alkalisch und wurde diesesmal ohne jeden Zusatz nach Filtration 
destilliert. Im Destillationsriickstande haben wir optisch-aktive 
Milchsaure, auf die gefahndet wurde, bisher nicht auffinden kénnen. 

Die Vergarung der brenztraubensauren Salze gelingt keines- 
wegs nur mit bestimmten Heferassen. Wir haben 3 Sorten mit 
vollig gleichem Erfolge verwendet. Zu den Versuchen dienten 
teils kiufliche Hefe, teils besonders geziichtete Hefen, die wir 
der Giite des Herrn Prof. Lindner vom Institut fiir Garungs- 
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gewerbe in Berlin verdanken, namlich eine dunkle untergiarige 
Hefe (vom Institut fiir Garungsgewerbe als Hefe K bezeichnet) 
und eine helle Oberhefe (Hefe A benannt).') 
Versuch 13. 
5°/,ige Lésung von brenztraubensaurem Natrium; mit 
Oberhefe A nach 22 Stunden 10 ccm CO,. 


Versuch 14. 

5°/,ige Lésung von brenztraubensaurem Natrium; mit 

Unterhefe K nach 22 Stunden 9 ccm CO,. 
Versuch 15. 

4°/,ige Losung von brenztraubensaurem Kalium; mit 

Oberhefe A, nach 24 Stunden 11 cem CO,. 
Versuch 16. 

5°/,ige Lésung von brenztraubensaurem Kalium; mit 
Unterhefe K, nach 24 Stunden 11 ccm CO,. 

Zwei selbstverstandliche Kontrollen sind nicht unterlassen: 
einmal die Feststellung, da8 brenztraubensaure Salze an sich 
bei 36 bis 40° auch nicht Spuren von CO, entwickeln, und dann, 
da8 (durch Kochen) abgetétete Hefe nicht katalytisch aus 
brenztraubensauren Salzen Kohlendioxyd abspaltet. 

Welches auch die noch eingehend zu erforschenden Produkte 
der Hefeeinwirkung sind, eines laBt sich schon jetzt mit Sicher- 
heit sagen, daB hier ein ProzeB vorliegt, der von den bisher 
bekannten Garungen durch Hefe verschieden ist. 

Bei der Garung des Zuckers handelt es sich um Bildung 
von Athylalkohol, bei der durch F. Ehrlichs funda- 
mentale Untersuchungen klargelegten Vergiérung der Amino- 
siuren in Gegenwart von sehr viel Zucker um die Ent- 
stehung der verschiedensten Alkohole (bzw. Saéuren). In allen 
bisher bekannten Fallen sind die Prozesse ausnahmslos an die An- 
wesenheit von Kohlenhydraten gekniipft gewesen. Ist es 
doch gerade nach Ehrlich die beim Zerfall des Zuckers in Athyl- 
alkohol und CO, frei werdende Energie, welche die Hefe zur 
Assimilierung der zugesetzten stickstoffhaltigen Materialien 
(Aminoséuren) befaihigt, wahrend nach ihm die Aminoséuren bei 
Zuckerabwesenheit allein iiberhaupt nicht von Hefe angegriffen 

1) Eine vierte Hefensorte, Brennerei-Reinhefe M, die wir benutzt, 


aber noch nicht in Serienversuchen durchgepriift haben, ,,vergirt* gleich- 
falls brenztraubensaure Salze glatt. 


eee Sea 


ro eae. 





OS th 9 BO ET 


ENS, AE RT TOE 








176 C. Neuberg u. A. Hildesheimer: Uber zuckerfreie Hefegirungen. I. 


werden. Im Falle der Hefeneinwirkung auf Brenztraubensiure 


handelt es sich jedoch um kein Kohlenhydrat’). 

Es lag nahe, vorliufig einmal qualitativ jene Substanzen zu priifen, 
die notorisch in irgendeinem genetischen Zusammenhange mit Methyl- 
glyoxal stehen. Es waren dieses d-Weinsdure, Garungs- Milchsaure, 
d, l-Alanin, d, l-Isoserin, d, 1-Serin, d, 1-Glycerinsiure und 1-Cystin. Bei 
mehreren haben wir Anhaltspunkte fiir eine Vergirbarkeit in Abwesen- 
heit von Zucker unter gewissen Umstinden gefunden. Beim Cystin, 
dessen Beziehungen zur Brenztraubensiure friiher klargelegt sind ®), scheint 
die Einwirkung der Hefe durch die Unléslichkeit der Substanz erschwert 
zu sein und andrerseits durch den entwickelten Schwefelwasserstoff auch 
gehemmt zu werden. Immerhin erhielten wir mit der obergirigen Hefe A 
innerhalb 24 Stunden 4 com CO, nach 48 Stunden 8,5 ccm reines Kohlen- 
dioxyd. Glycerinsaures Kalium sowie K- und Na-Lactat erwiesen sich 
innerhalb 24 Stunden mit Oberhefe A in zahlreichen Versuchen als recht 
glatt ,garbar; Cystin wie glycerinsaures Kalium gerieten mit kauflicher 
Hefe schwicher, mit Unterhefe K iiberhaupt nicht in Gérung. Hier zeigten 
also die verschiedenen Heferassen ein vielleicht diagnostisch verwertbares 
Wahlvermégen. 


Die Priifung des zweiten Teils der von uns geéuBerten Hypo- 
these — wir méchten sie selbstverstandlich nur als eine ganz vor- 
laufige betrachten —, die event. Vergarbarkeit des Brenztrauben- 
alkohols (allein oder im Gemisch mit Brenztraubensadure), mu8 
wie die noch ausstehende Aufklairung des Prozesses und die Unter- 
suchung anderer in dieses Gebiet der zuckerfreien Garungen 
gehérigen Kérper, so namentlich der Lactate, weiteren Arbeiten 
vorbehalten bleiben. 

Der Befund, daB nicht zu den Kohlenhydraten (und 
nicht zu den in Gegenwart von Zucker vergirbaren Aminosaéuren) 
gehérende Substanzen bei der iiblichen Anstellung der Garprobe 
von Hefe unter massenhafter CO,-Produktion zerlegt werden, 
scheint uns schon jetzt einer Mitteilung wert, da er zur vor- 
sichtigen Beurteilung der ,,Garproben“ auf Zucker mahnt’*). 

1) Eine Mitwirkung von Kohlenhydraten der Hefe selbst ist aus- 
zuschlieBen. Denn die Selbstgirung war in Kontrollproben mit den be- 
nutzten Hefesorten und Wasser ‘allein minimal, bei der untergirigen 
ifefe K praktisch gleich Null. 

2) C. Neuberg, Ber d. Deutsch. chem. Ges. 35, 3162, 1902, 

%) Diese Mitteilung ist um so angebrachter, da soeben {im letzten 
Heft der Zeitschr. f. physiol. Chem.) O. Neubauer und K. Fromherz 
bei der Vi r aromatischen Substanzen Phenylami igséure 


und p-Oxyphenylbrenztraubensdure allerdings in Gegenwart von , Zucker 
(nach F. Ehrlich) zu dem Schlusse kommen, daB «-Ketonsiuren ganz 


mein durch Hefe einer alkoholischen Giarung fahig seien. Unsere 
de mit der Glycerinsiure und den Lactaten zeigen, daB fiir die ,,Ver- 
"érung ohne Zucker“ jedenfalls die Ketosaurenstruktur keine Bedingung ist, 

















Ober die fettzehrenden Wirkungen der Schimmelpilze 
nebst dem Verhalten des Organfettes gegen Faulnis. 


Von 
Kohshi Ohta, 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Tokio.) 


(Eingegangen am 20. Januar 1911.) 


Die chemischen Vorginge, die in tierischen Geweben und 
Nahrungsmitteln beim Verfaulen und Verschimmeln derselben 
auftreten, haben seit jeher das Interesse der Biologen erregt. 
Demzufolge liegen itiber die Verainderungen der EiweiBkérper 
bei den genannten Vorgingen bereits viele wichtige Unter- 
suchungen vor. Was indes die Veranderung des Fettes betrifft, 


so ist dariiber unsere Kenntnis leider noch recht diirftig. 

Wie aus der Literatur hervorgeht, sah M. Rubner!’) Butterfett in 
Bodenerde oder in nicht sterilen Fliissigkeiten erst nach langer Zeit sich 
zersetzen. Dabei trat nach Rubner die Fettspaltung durch Bakterien 
in den Vordergrund, und die Fettzersetzung war in geringerem Grade 
wahrnehmbar. K.Schreiber®), der unter Rubners Leitung mit der 
Reinkultur von den aus dem Boden isolierten Bakterien und Schimmel- 
pilzen experimentierte, konnte Rubners Befund in vollem Umfange 
bestaitigen. Auch nach Schreiber entfaltete sich die fettzehrende 
Wirkung vorwiegend durch Bakterien. Fast zu gleicher Zeit beobachtete 
O. Laxa‘) ebenfalls, daB die Schimmelpilze und Bakterien Fettspaltung 
bewirken und somit die Aciditaét des Fettgemisches bedeutend vermehren. 
Laxa konnte aus Emulsionen des Pilzes eine Lipase isolieren. Das 
Vorkommen von Lipase in den Schimmelpilzen wurde iibrigens schon 


1) M. Rubner, Uber Spaltung und Zersetzung von Fetten und 
Fettséuren im Boden und in Nahrfliissigkeiten. Arch. f. Hyg. 38, 67, 1900. 
2) K. Schreiber, Fettzersetzung durch Mikroorganismen. Arch. f. 
Hygiene 41, 328, 1902. 
8) O. Laxa, Uber die Spaltung des Butterfettes durch Mikro- 
organismen. Arch. f. Hygiene 41, 119, 1902. 
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friher von Camus!) erwahnt. Ferner beobachtete Bremer*) beim 
Verschimmeln Spaltung von Baumwollesaatél, Hanus und Stocky*) 
dieselbe von Butterfett. Neuerdings publizierte O. Rahn‘) eine Ab- 
handlung iiber Fettzehrung der Schimmelpilze und Bakterien. Nach 
Rahn sollen die Pilze von Aspergillaceenarten eine starke Fettspaltung 
hervorrufen. Bei einer gewissen Bakterie « soll das Fettspaltungs- und 
Fettzersetzungsvermégen noch viel stirker sein. Hiernach beziehen sich 
die bisherigen Untersuchungen hauptsiichlich auf die fettspaltenden Wir- 
kungen der Schimmelpilze und Bakterien. Uber die fettzehrenden Wir- 
kungen derselben sind indessen die bis jetzt vorliegenden zahlenmaBigen 
Angaben ganz ungeniigend. 

Nun hat hieriiber M. Kumagawa gelegentlich bei der 
Ausarbeitung seiner Fettbestimmungsmethode*) eine sehr inter- 
essante Beobachtung gemacht. Zu dem Zwecke der vergleichen- 
den Untersuchungen verschiedener Fettbestimmungsmethoden 
wog Kumagawa im Dezember 1905 von frisch zubereitetem 
Rindfleischpulver 100 Proben von je 5,0 g hintereinander. Der 
Gehalt der einzelnen Proben an hohen Fettsiuren wurde jedoch 
nach seiner Verseifungsmethode im Mittel von 3 Einzelproben 
zu 0,358 g festgestellt. Wihrend dic Hauptproben im Vakuum- 
apparat verschlossen aufbewahrt wurden, blieben die iiber- 
schiissigen Proben in Becherglasern einfach mit Papier bedeckt 
im Arbeitszimmer stehen. Gegen die Sommerperiode 1906 trat 
eine Verschimmelung an der Oberfliche auf, die mit der Zeit 
bedeutend an Intensitét zunahm. Kumagawa bestimmte in 
groBen Zeitintervallen den Fettgehalt einiger Proben und fand 
im Laufe der Zeit eine bedeutende Abnahme der hohen Fett- 
siuren. Die Probe 1, die am 13. Juli 1906 untersucht wurde, 
enthielt 0,328 g hoher Fettsiuren gegeniiber 0,358 g als anfing- 
lichem Wert. Die Abnahme betrug 8,5°/,. Die Probe 2, am 
28. September 1906 untersucht, enthielt nur -0,097 g in toto. 


1) Camus, Compt. rend. Soc. Biol. 49, 192 u. 230, 1897. 

*) Bremer, Die fettzersetzenden Organismen in Nahrungs- und 
Futtermitteln. Diss., Miinster 1902, zitiert nach Lafarschem Handb. d. 
techn. Mykologie 4, 253, 1907. 

3) Hanus und Stocky, Uber die chemische Einwirkung der 
Schimmelpilze auf Butter. Zeitschr. f. Unters. von Nabrungs- u. Ge- 
nuBmitteln 4, 606, 1900. 

*) O. Rahn, Die Zersetzung der Fette. Centralbl. f. Bakt., Paras. 
und Infekt. II. Abt., 15, 53 u. 422, 1906. 

5) M. Kumagawa und K. Suto, diese Zeitschr. 8, 272, 1908. 
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Die Abnahme betrug demnach rund 73°/,. Die Probe 3, am 
8. Januar 1908 untersucht, enthieit nur noch 0,072 g Fettsauren. 
Die Abnahme betrug hier 80°/,. Es blieben sonach bei dieser 
Probe nur noch 20°/, der hohen Fettsiuren unangegriffen 
zuriick. 

Diese wichtige Beobachtung iibergab mir Herr Professor 
M. Kumagawa bereitwillig zur Publikation und veranlaBte 
mich zur weiteren Erforschung dieses ser interessanten Themas. 
Obzwar es nach diesem Ergebnis uns ganz unzweifelhaft 
erschien, daB das Agens, das die Fettséuren zum groBen Teil zum 
Schwund gebracht hatte, in der Tat die Schimmelpilze sind, so 
blieb doch noch die Méglichkeit offen, da®8 sich auch Bak- 
terien bei dem Prozesse mitbeteiligt hatten. Ganz ausgeschlossen 
ist ferner die Méglichkeit auch nicht, da®B Luft, Licht und 
Warme an sich die Hauptursache der Oxydation sein kénnten, 
weil die Beobachtungszeit sich sehr in die Lange gezogen hat. 
Es erschien uns ferner auch wiinschenswert, festzustellen, welche 
Arten von Schimmelpilzen denn die Wirkung am kraftigsten 
entfalten. Um diesen Fragen etwas naher zu treten, habe ich 
unter Leitung von Herrn Professor M. Kumagawa folgende 
Untersuchungen ausgefiihrt. 

Zunichst habe ich das Verhalten des Organfettes gegen 
Faulnis untersucht. Selbstverstandlich wurden alle Fett- 
bestimmungen') nach Kumagawa-Suto ausgefiihrt. 


I. Das Verhalten des Organfettes gegen Fiaulnis. 


Wie erwahnt, haben Laxa und Schreiber einige Bakterien 
aus dem Boden isoliert und sind durch Ziichtung derselben im 
fetthaltigen Nahrsubstrate zu dem Resultate gelangt, da die- 
selben eine Fettspaltung sowie Fettzehrung hervorrufen. Sie 
haben indessen den Atherextrakt einfach als Fett angenommen. 
Ich wollte zuerst sehen, wie sich das Organfett gegen natiir- 


1) Es ist mir ganz unbegreiflich, daB W. Glikin im neu erschienenen 
Handbuch d. Biochemie von C. Oppenheimer von den Fettbestimmungs- 
methoden nur einige von Bogdanow schon als minderwertig zuriick- 
gewiesene Methoden zitiert und von der Kumagawa-Sutoschen 
Methode nichts erwahnt, obwohl Glikin die Kumagawa-Sutosche 
Abhandlung wohl bekannt sein muB, weil Glikin selber die Arbeit von 
Kumagawa-Suto im Biochem. Centralbl. (7, 244, 1908) referiert hat. 
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liche Faulnis verhilt. Zu dem Zwecke habe ich frische Pferde- 
leber mit der Hackmaschine zu feinem Brei zerhackt und gleich- 
maBig durchgemischt. Je 20g davon werden in Glasflaschen 
von 100 ccm Rauminhalt genau abgewogen. Einige Proben 
wurden zur Kontrolle direkt nach Kumagawa-Suto verseift. 
Andere Proben sind in 2 Reihen geteilt. Die eine Reihe a 
wurde unter Zusatz von 10 ccm Wasser und die andere Reihe b 
ohne Wasserzusatz einfach unter dem Abzug der natiirlichen 
Faulnis iiberlassen. Je 2 bis 3 Proben wurden nach ver- 
schiedener Faulnisdauer auf ihren Fettgehalt untersucht. Da 
es Sommer war, trat bald Favlnis ein. Bei a wurde der Inhalt 
bald diinnbreiig und der Faulnisgeruch immer starker. Die oben- 
stehende Fliissigkeit farbte sich dabei allmahlich tiefbraun und 
zuletzt fast schwarz, der untere Bodensatz aus Gewebsfetzen 
blieb aber roétlich bis grau-weiBlich. Bei einigen Proben ent- 
wickelten sich nach 1 Monat Madenwiirmer. Die Reihe b ohne 
Wasserzusatz begann nach einigen Tagen an der Oberfliche zu 
verschimmeln, indem hie und da fleckenweise braunlicher, griiner 
und weiBer Schimmel auftrat. Liese Kolonien verwuchsen nach 
einiger Zeit miteinander und bedeckten die ganze Oberflache, 
die dann von feucht glainzenden, dunkelbraunen Schimmeln 
dicht membranés bedeckt ist. 

In der Innenschicht blieb indessen die rétliche Farbung 
erhalten. Der Brei wurde allmahlich braun und neigte zur 
Verfliissigung, so da®B der ganze Inhalt nach 1 Monate nahezu 
Unter starkem Faulnisgeruch entwickelten 
Reihe nach etwa 20 Tagen Maden- 


diinnbreiig aussah. 
sich auch bei dieser 
wirmer. 

Die Resultate sind in folgenden Tabellen verzeichnet. 


Tabelle I. 
Petrolitherextrakt der Pferdeleber bei kaulnis nach verschiedener Dauer. 


A. Fettgehalt der Leber vor dem Versuche. 




















, Menge Gereinigtes 

Ver- | des Organ-| Petrolather- = . Hohe Cholesterin 
suchs- brei k Farbe Fettsaiuren 

Nr reies extra t 

g g % u % g | % 

1 20,0 0.7926 3,963 | gelblich | 0,7398) 3,699 | 0,0528 0,264 

2 20,0 0,7730 3,865 0,7214 3,607 | 0,0516, 0,254 
Mittel 20,0 0,7828 3,914 0,7306 3,653 | 0,0522) 0,261 
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mit Wasserzusatz. 





B. Faulnis 





Ver- | Faulnis- | Menge des Petrolatherextrakt 
c : (Hohe Fettsiuren 
— dauer § Organbreies + Cholesterin) Farbe 
__ Tage . on % y é 
1 20,0 0,8048 4,024 gelb 
2 5 20,0 0,7666 3,833 gelblich 
3 20,0 0,8060 4,030 gelb 
1 20,0 0,8700 4,350 braunlich 
2 10 20,0 0,8618 4,309 : 
3 20,0 0,8640 4,320 - 
1 20,0 0,8588 4,294 braun 
2 20 20,0 0,8460 4,230 braunlich 
3 20,0 0,9292 4,646 braun 
l 20,0 0,9078 4,539 tiefbraun 
2 30 20,0 0,9566 4,283 schwarzlich 
3 20,0 0,9644 4,822 » 
1 + 40 20,0 0.7124 | 3,562 | braunlich 
2 20,0 0,8430 4,215 braun 
1 20,0 0,8886 4,443 braun 
2 50 20,0 0,8546 4,273 braunlich 
3 20,0 0,9620 4,810 tiefbraun 
1 20,0 0,8666 4,333 tiefbraun 
2 60 20,0 0,8500 4,250 a 
3 20,0 0,8592 4,296 . 
C. Faiulnis ohne Wasserzusatz. 
7 | ae 4 |  Poetrolitherextrakt | . 
aan - — oS. (Hohe Fettséuren Farbe 
Nr |" + Cholesterin) 
Nr. af 
-_ le — — = g — 8 — ns Kees = i siiiaieitiaiaaasien 
1 h " 20,0 0,7878 3,939 gelblich 
2 = 20,0 0,8264 4,132 gelb 
1 20,0 0,8566 4,283 braunlich 
2 10 20,0 0,8546 4,273 if 
3 20,0 0,8526 4,263 a 
1 20,0 0,7982 3,991 braun 
2 20 20,0 0,8980 4,490 braunlich 
3 20,0 0,8816 4,408 Bs 
1 20,0 0,9156 4,528 braun 
2 30 20,0 0,9838 4,919 a 
3 20,0 0,8588 4,294 
l 20,0 0,8714 4,357 braun 
2 40 20,0 0,9426 4,713 schwarzlich 
3 20,0 0,9480 4,740 7 
1 50 20,0 1,0436 §,218 tiefbraun 
2 | 20,0 0,9622 4,811 2 
1 60 20,0 1,3828 6,914 tiefbraun 
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Wie in der Tabelle verzeichnet, nimmt die Quantitat der 
Petrolitherextrakte im allgemeinen mit der Dauer der Faulnis 
bedeutend zu. Die Zunahme betrigt in den einzelnen Proben 
iiber 20°/,. Allerdings sind auch gréBere Schwankungen vor- 
handen. Wenn man aus diesem Befunde allein das Verha!ten 
des Gewebsfettes gegen natiirliche Faulnis beurteilt, so miiBte 
man unbedingt den Schlub ziehen, daB das Fett entsprechend 
der Steigerung der Petrolatherextrakte sich mit der Faulnis- 
dauer aus anderen Verbindungen neubildet. Wenn man _ in- 
dessen die Beschaffenheit und die Natur der Petrolaétherextrakte 
der stark verfaulten Pferdeleber etwas genauer betrachtet, so 
sind dieselben von denjenigen ganz verschieden, die man bis 
jetzt von verschiedenen Geweben und Nahrungsmitteln bei der 
Verseifung gewonnen hat. Vor allem zeichnet sich das Petrol- 
atherextrakt der stark verfaulten Pferdeleber durch eine braun- 
schwarze Farbe aus, deren Intensitat mit cer Faulnisdauer 
fast parallel zunimmt, wabrend das Petrolaitherextrakt der 
frischen Gewebe nach der Verseifung nur blaBgelb gefarbt ist 
und aus reinen Fettséiuren mit etwas Cholesterin besteht. Da 
die Leber Bestandteile von Galle und Blut enthalt, so kénnten 
hieraus nach vorgeschrittener Faulnis und durch darauf folgende 
Verseifung wohl solche Zerse(zungsprodukte entstehen, die ent- 
weder an sich schon petrolitherléslich sind oder durch gegen- 
seitige Wirkung verschiedener Produkte sich im Petrolather gelést 
vorfinden. Aus dieser Vermutung heraus habe ich vergeblich 
verschiedene Lésungsmittel durchprobiert, um aus dem stark 
gefarbten Petrolatherextrakte hohe Fettséuren in reinem Zu- 
stande zu isolieren. Da die Schwierigkeiten nicht leicht zu 
iiberwinden schienen, so miiBte ich mich zurzeit damit be- 
gniigen, einige Beimengungen im gefirbten Petrolitherextrakte 
nachzuweisen. Der erwirmte Wasserauszug des Petrolither- 
extraktes farbte sich mit Millonschem Reagens rot (aromatische 
Oxysiuren) und mit Kaliumnitrit und konzentrierter Schwefel- 
saure rot (Indol). Durch Schmelzen des Petrolatherextraktes 
mit Salpetermischung wurde die Gegenwart von Phosphor 
und Schwefel nachgewiesen. Durch Veraschen des Extraktes 
in der Platinschale konnte sogar die Gegenwart von LKisen, 
wenn auch in geringer Menge, nachgewiesen werden. Die 


Priifung auf Gallenfarbstoff und Gallensiuren im Extrakte ist 
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negativ ausgefallen. Andere Untersuchungen wurden nicht ge- 
macht. 

Aus diesen Untersuchungen geht so viel mit Sicherheit 
hervor, da®8 das Petrolatherextrakt der stark verfaulten Leber 
nach der Verseifung bedeutende Mengen von Verunreinigungen 
enthalt. Demnach ist der Schlu8 nicht gestattet, daB die 
Faulnis den Fettgehalt der Leber vermehrt, obwohl die Menge 
des Petrolatherextraktes nach der Verseifung bedeutend ver- 
mehrt ist. Demnach ist selbst die Verseifungsmethode nach 
Ku magawa-Suto nicht imstande, den Fettgehalt der stark 
verfaulten Leber festzustellen. Wenn man wie friiher das 
Atherextrakt einfach als Fett angenommen hitte, so hiitte 
man in solchen Fallen einen wohl noch gréBeren Fehler begangen. 
Die Frage, ob auch andere Gewebe oder Organe nach der 
natiirlichen Fiaulnis ganz ebenso wie die Leber fiir die Fett- 
bestimmung unzugénglich werden, laBt sich ohne diesbeziiglich 
besonders angestellte Experimente nicht beantworten. Mir 
scheint indes, dab diese unangenehme Eigenschaft fast spezifisch 
fiir die Leber zur Geltung kommt, weil das Petrolaitherextrakt 
selbst der ganz frischen Leber bei der Verseifung stets etwas 
starker gefarbt ist als dasjenige der anderen Organe, und das 
Schwarzwerden der Fiulnisprodukte bei anderen Organen und 
Geweben mir bis jetzt nicht bekannt ist. Die Vermehrung 
der gefirbten Petrolitherextrakte bei diesem Versuche darf 
unter keinen Umstinden auf die Vermehrung der Fettmenge 
selbst zuriickgefiihrt werden, weil besonders bei der Versuchs- 
reihe b ohne Wasserzusatz die Verschimmelung mehr in den 
Vordergrund trat, als die Faulnis durch Saprophyten. Bei der 
Verschimmelung findet im Gegenteil Fettzehrung statt, wie die- 
selbe Kumawaga schon nachgewiesen hat und wie ich be- 
stiitigen kann. 

Um das Verhalten des Leberfettes gegen Fiulnis ein- 
wandfrei festzustellen, kommt somit nur das Verfahren zur 
Geltung, wonach man die Reinkultur der einzelnen Sapro- 
phyten in steriler Leber wachsen laBt und den Fettgehalt 
vor und nach der Kultur vergleicht. Diese Priifung ist aus 
auBeren Griinden ausgeblieben. Im folgenden habe ich zu- 
nichst die Wirkung der Schimmelpilze gegen Organfett in Be- 
tracht gezogen. 
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II, Die Wirkungen der Schimmelpilze auf das Organfett. 


Wie wir eben bei der Faulnis gesehen haben, gibt uns die 
Priifung der vorgelegten Frage mit dem Gemenge von Bakterien 
und Schimmelpilzen keinen richtigen Aufschlu8. Zur definitiven 
Entscheidung derselben ist es durchaus nétig, daB man mit Rein- 
kulturen der Schimmelpilze arbeitet und den Fettgehalt des Organ- 
pulvers vor und nach der Aussaat der Pilze vergleicht. Hierzu 
ist in erster Linie eine Isolierung der Schimmelpilze notwendig. 


Isolierung der Schimmelpilze. 

Etwa 9 cm weite, vorher sterilisierte Petrischalen mit 
Gelatinenahrboden wurden 1 Stunde lang offen im Arbeits- 
zimmer belassen, dann bedeckt bei 22° C im Brutschrank auf- 
bewahrt. Genau ebenso wurde eine Probe von lufttrocknem 
Pferdeleberpulver von etwa5g mit einigen Kubikzentimetern 
Wasser befeuchtet und vorher durch Dampfsterilisation keimfrei 
gemacht, in den Petrischalen behandelt. Von solchen Versuchen 
wurden mehrere Proben hintereinander angestellt. Nach etwa 
1 Woche entwickelten sich an der Oberflache der beiden 
Proben zahlreiche Kolonien. Hieraus wurden einzelne Kolonien 
durch Stichkultur in Gelatinenihrboden itbergeimpft. Durch 
wiederholte Versuche habe ich aus der Luft meines Arbeits- 
zimmers mehrere Arten Schimmelpilze in Reinkultur erhalten, 
wovon 5 Arten zu den folgenden Untersuchungen ausgewahit 
wurden. Diese 5 Pilzarten sind von dem erfahrenen Mykologen 
K. Saito identifiziert worden: 

1. Cladosporium herbarum, 

2. Penicillium glaucum, 

3. Aspergillus glaucus, 

4. Aspergillus nidulans, 

5. Actinomucor repens, Schostakowitsch. 

Die ersten 4 Arten sind ganz allgemeine Schimmelpilze, die iiberall 
vorkommen. Saito!) konnte in verschiedenen Jahreszeiten und in ver- 
schiedenen Orten Tokios bis jetzt etwa 50 Arten Schimmelpilze isolieren. 
Hierbei hat Saito die obgenannten 4 Arten nirgends vermiBt. Dagegen 


soll Actinomucor repens*) auBerst selten vorkommen. Nach langjahriger 
mykologischer Erfahrung von K. Saito soll mein Fall der dritte sein. 


1) K. Saito, Die athmosphirischen Pilzkeime. Journ. of the 
science college, Imper. Univ. Tokio, Japan, 18, Art. 5. 

2) Schostakowitsch, Actinomucor repens, n. Gen. n. sp. Ber. d. 
Deutsch. botan. Ges. 16, 155, 1898. 
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Fettverlust bei der Sterilisation des Nahrsubstrates. 


Ich habe auch bei diesem Versuche lufttrockenes Pferde- 
leberpulver zum Substrate benutzt. Es war nétig, das Substrat 
vor dem Uberimpfen der Pilze durch Dampfsterilisation keim- 
frei zu machen. Da ich es fiir méglich hielt, daB ein Fett- 
verlust durch diese Operation stattfinden kénnte, so habe ich 
folgende Versuche angestellt. Je 1 bis 3 g lufttrockenes Leber- 
pulver wurde in Erlenmeyer-Kolben gebracht, 5 ccm 
Wasser zugesetzt, mit Watte verschlossen und 2 Tage hinter- 
einander je Istiindlich im Dampfbad bei 100° C sterilisiert. 
Weitere Untersuchungen haben ergeben, da hierdurch voll- 
kommene Abtétung der Keime erzielt worden ist. Die Fett- 
bestimmungen vor und nach dieser Sterilisation haben, wie er- 
wahnt, eine geringe Oxydation des Fettes ergeben, wie die 
nachstehende Tabelle dies erliutert. 


Tabelle Ila. 


Fettgehalt des Pferdeleberpulvers vor und nach der Sterilisation. 
































Menge des ‘ 
Petrolather- Hohe , 
on Organ- pore wn Detteiesen Cholesterin 
r. pulvers j 
_ as o.. g | %o g “fo | 8 | Vo 
33 1 1,4962 | 0,1634 10,91 | 0,1524 10,18 | 0,0110, 0,734 
va 3 1,4076 0,1540 10,94 0,1434) 10,21 | 0,0104 0,739 
o& 3 2,6758 0,2880 10,78 | 0,2676 10,00 | 0.0210 0,783 
> | Mittel | 1,8599 | 0,2020 10,88 | 0,1878| 10,13 | 0,0141, 0,762 
- & 1 2,2656 0,2440, 10,76 0,2246. 9,913 | 0,0194 0,857 
3% 2 1,9594 0,2050) 10,47 | 00,1936 9,863 | 0,0116) 0,592 
ai 3 2,8352 0,2980) 10,51 | 0,2787 9,881 | 0,0193 0,681 
a) 4 2,2142 0,2354| 10,62 | 0,2178) 9,817 | 0,0176 0,795 
4 : Mittel 2,3186 0,2457 10,59 | 0,2287) 9,869 | 0,0170 0,731 
Tabelle IIb. 
Ubersichtstabelle von Tabelle Ia. 
Vergleich des Organfettes vor und nach der Sterilisation. 
Petrolitherextr. Hohe Fettsiuren Cholesterin 
at ity. bake 0 °/o 
Vor der Sterilisation | 10,88 (100) 10,13 (100) 0,752 (100 
Nach der Sterilisation}| 10,59 (97,3) 9,869 (97,5) 0,731 (97,2) 
Differenz in Prozent.| — 2,7 — 2,5 — 2,8 





Wie die Tabelle angibt, hat die Sterilisation zu einem 
Fettverluste von 2,5 bis 2,7°/, gefiihrt. In den folgenden Ver- 
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suchen habe ich deshalb den Fettgehalt des Leberpulvers nach 
der Sterilisation als den Normalwert zugrunde gelegt. Da dic 
GréBe der Verluste wesentlich von der Dauer der Sterilisation 
und zugesetzten Wassermenge abhiangig ist, so habe ich in 
den Hauptversuchen alle Bedingungen méglichst gleichmaBig 
gestaltet. 
Versuchsreihe 1. 
Vergleichende Untersuchungen der fettzehrenden Wirkungen 
von 5 Schimmelpilzarten. 

Wie erwahnt, wurden | bis 3 g Organpulver in Erlenmeyer- 
Kolben genau abgewogen und unter Zusatz von 5 ccm Wasser 2 Tage 
hintereinander je 1 Stunde mit Dampf sterilisiert. Darauf wurden die 
Pilzrasen eingeimpft. Hierzu wurde von den erwahnten Reinkulturen 
die Rasenoberfliche mit einer Platindse abgestrichen und dieselbe in 
i0 cem steriles Wasser hineingebracht. Nach der Durchmischung der- 
selben wurden hiervon 0,2 cem Sporenaufschwemmung mittels Pipette in 
die Erlenmeyer-Flaschen gegeben, noch 5 com Wasser zugesetzt und 
mit Wattepropf verschlossen. Selbsiverstiindlich geschah alles unter 
streng aseptischen Kautelen. Die so hergestellten Proben blieben im 
Winter bei 22° C im Brutofen und im Sommer einfach im Zimmer 
liegen. Nach einigen Tagen sieht man die anfangs ganz zerstreut und 
fleckenweise bemerkbaren Pilzrasen sich rasch entwickeln und bald mit- 
einander konfluieren, so daB vor allem bei Actinomucor repens nac!) 
etwa 2 Wochen der Innenraum der etwa 150 ccm fassenden Flaschen 
fast mit Pilzrasen voll gefiillt werden. DaB die Rasen rein und ein- 
stimmig sind, liel} sich sowohl makroskopisch wie mikroskopisch leicht 
feststellen. Alle Proben wurden nach etwa ! Monate durch Zusatz von 
Verseifungslauge gleichzeitig abgetétet und weiter nach Kumagawa- 
Suto auf ihren Fettgehalt untersucht. Die Kontrollprobe, die nach der 
Sterilisation ohne Pilzimpfung aufbewahrt wurde, blieb dauernd ganz 
steril. Die Resultate der Fettbestimmungen in den verschiedenen Pilz- 
arten sind in der folgenden Tabelle verzeichnet. 


Tabelle [fla. 
Fettgehalt des Pferdeleberpulvers nach der Ziichtung verschiedener 
Scnimmelpilze. 





Mice | Petrolitl Hohe Fett 
. > etroiatner- mone eUt- ° 
Art de mpfter des - ‘holesterin 
r — come om Organ- extrakt siuren C “me 
Schimmelpilze pulvers 

r e/ 0; 0 
g . 0 < /o - 0 

— ——- a 


Vor dem Versuche . . | 2,3186} 0,2457.10,59 | 0,2287| 9,869 | 0.0170) 0,731 
Cladosporium herbarum | 2,3576} 0.2332 9,889]0,2112 8,794] 0,0210) 0,891 
Penicillium glaucum _. | 3.2048) 0.3130 9,757] 0,2800) 8,742 | 0,0330) 1,030 
Aspergillus glaucus . . | 2.0906) 0.1738 8,313] 0,1586_ 7,590 0.0152) 0,727 
Aspergillus nidulans . 2,2808; 0,1824 7,998 | 0,1692) 7,418 | 0.0132) 0.597 
Actinomucor repens . 2.1362; 0.1148 5.37510,1002) 4,690 | 0.0146) 0.684 
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Tabelle IIIb. 


Die Fettabnahme des Organpulvers nach der Ziichtung der Schimmelpilze. 











Art der geimpften eT Hohe Fettshuren 
Schimmelpilze ae 7 

Gefunden Verlust |Gefunden  Verlust 

Vor dem Versuche . . ia 10,59 — 9,869 — 
Cladosporium herbarum . . . 9,889 6,62 8,794 10,91 
Penicillium glaucum ... . 9,757 7,87 8,742 11,42 
Aspergillus glaucus .. .. . 8,313 21,50 7,590 23,12 
Aspergillus nidulans. . . . 7,998 24,48 7,418 24,84 
Actinomucor repens. . . : 5.375 49.24 4.690 52,48 


Die Petrolitherextrakte sind ganz schwach gelblich gefiirbt und 
bestehen aus reinen Fettsiuren mit etwas Cholesterin. Was die Wir- 
kungen der Schimmelpilze auf das Organfett betrifft, so haben alle von mir 
untersuchten 5 Pilzarten in betrichtlichem Grade Organfett zum Schwund 
gebracht. Die Intensitaét der fettzehrenden Wirkung ist indessen, wie 
n der Tabelle verzeichnet, je nach den Pilzarten groBen Schwankungen 
unterworfen. Die Wirkungen von Cladosporium herbarum und Penicillium 
glaucum waren in dieser Hinsicht am schwiichsten. Sie haben rund 
11°/, der Fettsiuren verzehrt. Die beiden Aspergillusarten haben da- 
gegen 23 bis 25°/, des Fettes verzehrt. Am kriftigsten war die Wirkung 
von Actinomucor repens. Derselbe hat 52,5°/,, also iiber die Halfte des 
Gesamtfettes zum Schwund gebracht. 

Um diesen Schlu8 aufrecht zu erhalten. mu® betreffs der Unter- 
suchungsmethode noch folgender Punkt beriicksichtigt werden. Bei der 
Ausfithrung der Fettbestimmungsmethode nach Kumagawa-Suto ent- 
steht bekanntlich bei der Uberneutralisation der Verseifungsgemische mit 
Salzsiure ein flockiger Niederschlag in ganz winziger Menge. Der Ver- 
dacht, daB eine geringe Menge hoher Fettsiuren in diesen Flocken ein- 
geschlossen der Bestimmung entgehern mége, kann, wie in der Vorschrift 
genau angegeben ist, leicht dadurch entkriftet werden, da} dieselben 
noch einma! in wenig Alkali aufgelést, mit Ather geschiittelt und dann 
wieder angesauert werden. Bei der Verseifung der mit Pilzrasen durch- 
setzten Organpulver und darauffolgender Uberneutralisation mit Saure 
entsteht nun der Niederschlag in viel griéBerer Menge als sonst. Derselbe 
lést sich weder in Lauge noch in Saure auf. Bei der mikreskopischen 
Untersuchung hat sich ergeben, da dieser Niederschlag nichts anderes 
als ein Konglomerat von Schimmelpilzrasen ist. Wegen der GréBe des 
Niederschlages ist hier die Méglichkeit wohl zu beachten, daB derselbe 
einen Teil der hohen Fettsiiuren in sich einschlieBt und an den Ather 
nicht abgibt, wodurch ein scheinbarer Fettverlust verursacht wird. Wenn 
auch dieser Scheinverlust unméglich groB sein kann, so habe ich diesen 
Wert besonders untersucht. Hierzu habe ich simtliche Pilzrasennieder- 
schlage von 5 Proben auf entfettetem Filterpapier vereinigt, mit Wasser 
gewaschen und getrocknet. Der Riickstand wurde im Heifextraktor 
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nach Kumagawa-Suto 5 Stunden lang mit siedendem absolutem 
Alkohol extrahiert. Durch Verseifung des Alkoholextraktes haben sich 
fiir 5 Proben zusammen folgende Werte ergeben: 


Petrolitherextrakt . . . 0,0998 g 
Hohe Fettsiuren . . . 0,0888 g 
Cholesterin 0,0110 g 


Hieraus berechnet sich das Petrolaitherextrakt fiir eine Probe zu 
rund 0,02 g=-7°/, des Gesamtfettes. Die Frage, ob diese geringe Fett- 
menge einfach mechanisch mitgerissen ist, oder ob dieselbe vielmehr zu 
den physiologischen Bestandteilen der Pilzleiber gehdrt, lasse ich zurzeit 
dahingestellt. 

Wenn demnach derjenige Teil hoher Fettsiuren, der in den Pilz- 
rasen eingeschlossen der Bestimmung entgeht, den wahren Fettverlust 
infolge der Fettzehrung durch Schimmelpilze bei weitem nicht decken 
kann, so ist jener Wert doch immerhin ansehnlich, so daB derselbe 
durchaus nicht vernachlassigt werden darf. Da in dieser Versuchsreihe 
auf dieses Verhalten keine geniigende Riicksicht genommen war, so habe 
ich noch folgende Versuchsreihe angestellt, in der auch noch andere Mo- 
mente mit geniigender Exaktheit beriicksichtigt worden sind. 


Versuchsreihe 2. 
Wiederholte Untersuchungen von 5 Schimmelpilzarten auf 
ihre fettzehrenden Wirkungen. 


Alle Versuchsanordnungen sind genau ebenso wie bei der Versuchs- 
reihe 1 getroffen. Fiir alle einzelnen Bestimmungen sind auBerdem 
die Pilzniederschlige gesondert mit siedendem Alkohol 5 Stunden lang 
extrahiert und die daraus durch Verseifung gewonnenen Fettséuren in 
der Tabelle als b bezeichnet, wahrend die Hauptwerte als a bezeichnet 
wurden. Alle hierzu benutzten sogenannten entfetteten Filterpapiere 
von Schleicher-Schill sowie entfettete Watte sind nochmals im 
HeiBextraktor nach Kumagawa-Suto durch 5Sbstiindige Extraktion 
mit siedendem Alkohol von jeglichem Lipoid vollstandig befreit worden, 
was, wie ersichtlich, sehr umstandlich und zeitraubend war. Auch bei 
dieser Versuchsreihe wurde die Wirkung der iippig gedeihenden Pilzrasen 
nach lmonatiger Wachstumsdauer durch Zusatz von Verseifungslauge 
gleichzeitig unterbrochen. Die gewonnenen Resultate sind in der 
folgenden Tabelle [Va und IVb verzeichnet. 

Wie die Tabelle angibt, stimmen die Resultate dieser nach allen 
Richtungen hin als einwandfrei zu erachtenden Versuchsreihe mit den- 
jenigen der vorhergehenden im groBen und ganzen gut iiberein. Nur 
sind die fettzehrenden Wirkungen von Penicillium und Aspergillus etwas 
schwicher ausgefallen als diejenigen bei der Versuchsreihe 1. DaB 
Actinomucor repens unter 5 Pilzarten am stirksten fettzehrende Wir- 
kung besitzt, ist auch durch diese Versuche auBer Zweifel gestellt. Der- 
selbe hat bei diesem Versuche sogar 52 bis 64°/, des Gesamtfettes zum 
Schwund gebracht. Somit ist die eingangs erwihnte Beobachtung von 
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Kumagawa durch diese Versuchsreihe vollstaindig bestitigt worden. 
Die fettzehrenden Wirkungen der Schimmelpilze sind indessen je nach 
den Pilzarten sehr verschieden. 


Tabelle IVa. 


Fettzehrung bei der Ziichtung verschiedener Schimmelpilze in dem 
Organpulver. 





ee Petrolither- Hohe Fett- 


Geimpfter Organ- extrakt sdéuren 
Schimmelpilz eaten ; 


@ K 1 °/o # | °/o e | lo 


Vor dem Versuche} 2,3186) 0,2457 10,59 |0,2287/9,869 0170 0, 731 


0 1968) 8,986 |0, 17908, 173 (0.0178 0,813 


10,0088 0,4018)0. 0068/0, 310 {0.0020 0,091 
b/0,2056 9,388 0.1858'8,484 |0,0198 0,904 
0 3002 9.472 |0 oo7sale 626 10 0268 0,846 
0,0210' 0,6656]0,0198 0,6277|0 0012 0,038 
b]0,3212,10,14 |0,2932,9,254 Jo 0280 0,884 


0 2390) 9,228 0.2150 8.301 02400.927 
0,0238' 0,9189)0, 0212 0 8185/0 0026 0,100 
0.2628 10.15 |0,2362'9,120 |0.0266 1,027 


, a |0.2848| 8 646 (0.2564 7,789 |0,0282 0,857 
—— b 10,0120 0 3646/0.0096 0,2917}0,0024 0.073 
gia a+b 0,2068 9,011 0,260 8,081 10,0306 0,930 


a |0,2930| 8,696 |0 2637'7,826 0 0293.0,870 
—e 16 b 10.0156. 0,4629]0,0130 0.3858]0,0026 0,077 
— a+b 10,3086) 9,159 |0,2767 8,212 10,0319 0,947 


0,1928 7.269 10,1738 6.552 |0 0190 0,716 
0.0386 1,455 |0.0346 1,304 |0 00400.151 
b]0,2314 8,724 |0,2084 7,856 |0,0230 0,867 


; a 10,2192 8,009 0,1982'7,242 |0,0210 0,767 
‘oo is b 10,0310 1.133 [0.0274 1.001 10.0036 0.132 
= a+b 0.2502 9,142 10,2256 8,243 |0,0246 0,899 


a {0.1573 0,1329 4,354 |0,0244 0,800 
3,0518| b {0.0167 0. 00400, 
a+b]0.1740 5,701 |0,1456 4.770 |0.0284.0,931 


Cholesterin 


|| Nummer 








Cladosporium b 
herbarum + 


a 





Penicillium b 
glaucum + 


glaucum 


Penicillium b 
a+ 


Aspergillus b 
nidulans , me 


a 


Actinomucor 
repens 


a |0,0653 3,647 |0.0473 2,634 [0.0180 1,013 
1,7904} b {0.0211 1.179 {0 0154 0,8601]0,0057 0,318 
a+b j0,0864 4826 |0,0627 3.494 |0,0237 1,331 


Actinomucor 
repens 














Bei den bisherigen Versuchen ist jedoch die Wachstums- 
dauer der Pilze auf 1 Monat verlaingert. Augenscheinlich ver- 
mehren sich die Pilzrasen nach etwa 2 Wochen nicht mehr. 
Es war deshalb interessant, zu sehen, ob die fettzehrenden 
Wirkungen der Pilze in dem Momente schon ihre maximale 
Grenze erreichen, wo ihr Wachstum anscheinend stillsteht. Zu 
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Tabelle IVb. 
Ubersichtstabelle von Tabelle 1Va. 


Fettzehrung verschiedener Schimmelpilze. 





Petrolitherextrakt | Hohe Fettsiuren 
Geimpfter Schimmelpilz % lo 


Nummer 


Gefunden, Verlust |Gefunden! Verlust 


Vor dem Versuche . . 10,59 — 9,869 — 


Cladosporium herbarum 8.986 8,173 
0,402 0,310 
9 388 4 8,484 


Penicillium glaucum . 9,472 8,626 
0,666 0,628 
10,14 9,254 
Penicillium glaucum ‘ 9,228 8.301 
0,919 8,819 
10,15 : 9,120 


Aspergillus glaucus. . 8,646 7,789 
0,365 0,292 
9,011 8,081 


Aspergillus glaucus. . 8,696 7,826 
0,463 0,386 
a+b 9,159 3,5 8,212 
Aspergillus nidulans . 7,269 6,552 

b 1,455 1,304 
a+b} 8,724 7,6 7,856 
Aspergillus nidulans .j| a 8,009 7,242 

b 1,133 1,001 
a+b} 9,142 ‘ 8,243 


Actinomucor repens .j| a 5,154 4,354 
b 0,547 0,416 
atb] 5,701 4,770 


Actinomucor repens .j| a 3,647 2,634 
b 1,179 0,860 
a+b 4,826 54,4 3,494 64,6 














dem Zwecke habe ich mit Actinomucor repens noch folgende 
Versuche angestellt. 


Versuchsreilhe 3. 
Fettzehrende Wirkung von Actinomucor repens 
nach kiirzerer Wachstumsdauer. 

Hierzu habe ich 2 Arten von Versuchen angestellt. Bei A (Be- 
zeichnung der Tabelle) habe ich wie sonst als Nahrboden Leberpulver 
benutzt und die Wachstumsdauer teils auf 2 Wochen, teils auf 3 Wochen 
beschrankt. Bei B habe ich als Niahrsubstrat Reiskleie benutzt und 
die Wachstumsdauer auf 2 Wochen beschrinkt. Bei B habe ich ferner 
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Fettbestimmungen der Reiskleie vor und nach der Kultur durch Alkohol- 
extraktion mit nachfolgender Verseifung ausgefiihrt.4) Sonst sind auch 
diese Versuche bis auf die Einzelheiten genau ebenso ausgefiihrt wie 
die vorhergenenden. Die Resultate sind in folgender Tabelle verzeichnet. 


Tabelle Va. 
A. Fettzehrung von Actinomucor repens bei Ziichtung in dem 
Organpulver (Pferdeleber). 





ste fOr] tomer | | Mesum | Men” | Chote 
i 2 fe fg teh og teh 1 

Pil 2,3186 0 0,2457 10,59] 0,2287 9,869 0,0170 0,731 
2 a |0,0906 4,687 | 0,0774 4,004 | 0,0132 | 0,683 


1 | 1,9328 Jw, |b. [0.0292 1,511] 0,0250 1,294 | 0,0042 0,217 
oe Fa+b]0,1198 6,193 | 0,1024 5,298 | 0,0174 0,900 


a |0,0327 2,659 | 0,0287 2,334 | 0,0040 | 0,325 
2 1,2300 b | 0,0212 1,724] 0,0168 1,366 | 0,0044 | 0,358 
3 a+b] 0,0539 4,383 | 0,0455 3,700 | 0,0084 0,683 


a a |0,0724 4,376] 0,0617 3,730 | 0,0107 0,646 





3 1,6540 b | 0,0168 1,016 | 0,0130 0,7863} 0,0038 | 0,230 


a+b] 0,0892 5,392 | 0,0747 4,516 |0,0145 0,876 

















Bb. Fettzehrung von Actinomucor repens bei Ziichtung in der 
Reiskleie. 





Pays A Wachs-} Petrolither- | Hohe Fett- 


Cholesterin 


Nr. kleie tums- extrakt sduren 
———— — — : cma Loi — — */o = g °/o — & — */o 
on 1 1,8734 0,2514 13,42 | 0.2368 12,59 |0,0156 0,822 
d.Vers 2 2,1162 0 0,2848 13,46 | 0,2644 12,49 | 0,0204 | 0,964 
oe" IMittel} 1,9948 0,2681 13,44 | 0,2506 12,54 | 0,0180 | 0,893 


Nach} 1 1,2652 2 40,0998 7,868/0,0810 6,397] 0,0188 1,419 
d.Vers| 2 1,7556 |Woch.\} 0,1436 8,179]0,1192 6,790} 0,0244 | 1,390 




















1) Zuerst habe ich fiir die Fettbestimmung der Kleie ebenfalls die 
direkte Verseifungsmethode versucht. Indessen lést sich die Kleiemasse 
bei der Verseifung nicht vollstindig, und bei der Uberneutralisation mit 
Salzsiure quillt die Masse gallertig auf. Hierdurch wird die Extraktion 
mit Ather sehr erschwert; deshalb habe ich hier die zweite Methode 
von Kumagawa-Suto, namlich Alkoholextraktion mit nachfolgender 
Verseifung, vorgezogen. Bei allen kohlenhydratreichen pflanz- 
lichen Materialien scheint die letztere Methode der direkten 
Verseifungsmethode tiberlegen zu sein. 
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Tabelle Vb. 
(Obersichtstabelle von Tabelle V a.) 
Fettzehrung von Actinomucor repens. 























Wach Petrolither- | ,, ‘a 
Versuchs-| Versuchs- aay extrakt Hohe Fettséuren 
Nr. material d Gefund. | Verlust | Gefund. | Verlust 
auer 0 0 0 0 
pee Tae "lo | o /o /o 
Vor |Leberpulver| 0 10,59 | — | 9869 | — 
d.Vers. P , , 
a 4,687 4,004 
1 2 Woch| b 1,511 1,294 
a+b] 6,198 41,5 5,298 46,3 
A. a 2,659 2,334 
2 es 3 Woch.| b 1,724 1,366 
a+b) 4,383 58,6 3,700 62,5 
a 4,376 | 3,730 
3 re 3 Woch| b 0,016 | 0,786 
a+b] 5,392 | 49,1 | 4,516 | 54,2 
| 
F f ave,| Reiskleie | 0 1344 | — | 1254 | — 
| 1 : 2 Woch 7,868 | 41,5 | 6,394 | 49,2 
2 » {2 Woeh. 8,179 | 39,1 | 6,790 | 46,1 




















Hiernach hat Actinomucor repens schon nach 2wéchent- 
licher Wachstumsdauer iiber 46°/, und nach 3wéchentlicher 
Wachstumsdauer sogar 54 bis 63°/, hoher Fettsiuren zum 
Schwund gebracht. Die Intensitét der Fettzehrung entspricht 
ungefahr dem makroskopischen Befund der Pilzrasenentwicklung. 
Wenn das Wachstum der Pilzrasen stillsteht, so scheint keine 
Fettzehrung mehr stattzufinden, denn der prozentische Verlust 
des Fettes nach 3wéchentlicher Wachstumsdauer (63°/,) ist 
verglichen mit demjenigen nach 1 Monat (62°/,) fast gleich ge- 
blieben. 


III. Einige miBlungene Versuche der Ziichtung von Actinomucor 
repens in einfachen fetthaltigen Naihrbéden. 


Nachdem ich mich von der ganz energisch fettzehrenden Wirkung von 
Actinomucor repens iiberzeugt hatte, wollte ich versuchen, mittels dieses 
Pilzes Abbauprozesse des Fettes kennen zu lernen. Nach meiner Er- 
fahrung wichst dieser Pilz in verschiedenen festen Nahrbéden sehr iippig, 
so namentlich auf Reiskleie, gekochtem Reis, Organpulver sowie in 
Gelatinenaihrbéden. Solche Nahrbéden sind indessen, wie ersichtlich, fiir 
unsere Zwecke nicht geeignet, weil in ihnen neben Fett viel Eiwei8 und 
Kohlenhydrate enthalten sind. Die Schwierigkeit liegt darin, daB die 
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Aufgabe sich nur dann ganz einwandfrei lésen laBt, wenn der Pilz in 
einem solchen Nihrboden tippig wachst, in dem aufer Fett weder Eiweib 
noch Kohlenhydrat enthalten ist. Hieriiber habe ich einige Versuche 
angestellt, indem ich als Fett denjenigen Teil der geschmolzenen Schweine- 
schmalze, der im Eisschrank fliissig blieb, und gegen Rosolsiure ganz 
schwach sauer reagierte, und als Nahrsalzlésung folgende Mischung be- 
nutzte: 


5g KH,PO,, 2,5 g MgSO,, 15 Tropfen FeCl, (5°/jig), Aq. destillata ad 1 1. 
Zu dieser Nibrsalzlésung wurden als Stickstoffquelle dann 10 g Harn- 
stofi zugesetzt. 


Ol und Nahrsalzlésung allein in verschiedener Mischung mit Pilz- 
sporenaufschwemmung geimpft, weisen keine Entwicklung der Schimmel- 
pilze selbst nach Wochen auf. In konzentrierter Peptonlésung (Witte) 
entwickeln sich die Pilze sehr unvollkommen. Ebenso diirftig war das 
Wachstum in fetthaltiger Peptonlésung. Wird hierzu Niahrsalzlésung 
zugesetzt, so wichst der Pilz ziemlich gut. In mit Wasser oder Nahr- 
salzlésung befeuchtetem Stirkemehl wachst der Pilz sehr mangelhaft. 
Wird hierzu Fett gesetzt, so findet ein reichliches Wachstum der Pilze 
statt. Die Schimmelpilze wachsen im allgemeinen nur an der Oberfliche 
der Fliissigkeit, nicht aber in ihrem inneren Teil. Sie gedeihen in festen 
Nahbrbéden viel besser als in fliissigen. Daher habe ich verschiedene mit 
Nahrsalzlésung befeuchtete Gemische von Ol und indifferenten Pulvern, 
wie z. B. Seesand, Quarzsand, Talkpulver u. dgl. versucht. Aber sie 
wachsen nur langsam und spirlich. Somit konnte ich den gewiinschten 
Zweck nicht erreichen. 


Zusammenfassung der Hauptergebnisse. 


1. Die Beobachtung von M. Kumagawa, daB lufttrockenes 
Organpulver (Rindfleisch) beim Verschimmeln in betrachtlichem 
Grade seinen Fettgehalt einbiiBt, konnte ich durch die Rein- 
kultur verschiedener Schimmelpilze in lufttrockenen Pferdeleber- 
pulvern vollkommen bestatigen. 

2. Alle von mir untersuchten 5 Schimmelpilze, namlich 
Cladosporium herbarum, Penicillium glaucum, Aspergillus 
glaucus, Aspergillus nidulans und Actinomucor repens haben 
fettzehrende Wirkungen. Dieselben sind indessen je nach den 
Pilzarten sehr verschieden. Unter den aufgezihlten Pilzen hat 
Actinomucor repens eine am stirksten fettzehrende Wirkung. Der- 
selbe hat nach 3wéchentlicher Wachstumsdauer iiber 60°/, des 
Leberfettes zum Schwund gebracht. Dann verzehrten Asper- 
gillusarten 17 bis 20°/,, Cladosporium herbarum 14°/, und 


Penicillium glaucum nur 6 bis 8°/, des Leberfettes. 
Biochemische Zeitschrift Band 31. 13 
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3. Die Versuche, Actinomucor repens in einfachen fett- 
haltigen Nahrbéden zu ziichten, um den Abbauprozef des 
Fettes naiher kennen zu lernen, sind miflungen. 

4. Bei der Fettbestimmungsmethode bleiben die Pilzrasen 
auch nach der Verseifung ungelést und bilden bei der Neu- 
tralisation mit Salzséure Niederschlage, die etwas Fettsiuren 
einschlieSen. Dieselben entgehen der Bestimmung, wenn sie 
nicht besonders extrahiert werden. Deshalb eignet sich hier 
die indirekte Verseifung nach der Alkoholextraktion besser als 
die direkte Verseifung. 

5. Bei der vorgeschrittenen natiirlichen Faulnis des Leber- 
breis, wo verschiedene Faulnisbakterien und Schimmelpilze 
durcheinander wachsen, vermehren sich die Petrolitherextrakte 
betrachtlich. Dieselben sind indessen tief braunschwarz gefarbt 
und enthalten neben hohen Fettsiuren verschiedene Bei- 
mengungen. Die bloBe Vermehrung der Petrolatherextrakte 
bei der vorgeriickten natiirlichen Faulnis gibt uns keinen Be- 
weis fiir die Fettneubildung. Um das Verhalten des Leberfettes 
gegen Faulnisbakterien festzustellen, gewinnt man wohl nur 
dann einen richtigen Aufschlu8, wenn man mit Reinkulturen der 
Saprophyten arbeitet. 
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Zum Studium der Atmungsenzyme der Pflanzen. 
Von 
W. Zaleski. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium der Universitat Charkow.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1911.) 


Die Samen einiger Pflanzen, besonders die der Erbsen, 
stellen ein geeignetes Objekt zum Studium der Atmungsfermente 
dar.') So scheiden die gepulverten und dann durch Ather 
oder Aceton abgetéteten Erbsensamen nach dem Befeuchten 
derselben mit Wasser eine bedeutende Menge Kohlensiure 
aus. Je nach der Menge und Wirkungsdauer von Aceton auf 
diese Samen bekommt man Praparate von verschiedener Qualitat. 
Um die abgetéteten Objekte mit wirksamen Atmungsfermenten 
zu erhalten, ist es notwendig, den Charakter der Wirkung ver- 
schiedener organischer Lésungsmittel, die gew6éhnlich zu diesem 
Zweck dienen, auf die Pflanzen und Atmungsfermente derselben 
naher zu untersuchen. 

Buchner und seine Mitarbeiter?) haben sich zur Darstellung von 
Dauerhefe einiger organischer Lisungsmittel bedient. Es ergab sich, daB 
Aceton das geeignetste Mittel zur Gewinnung von Dauerhefe darstellt, 
wahrend Athylalkohol Zymase schidigt und Methylalkohol diese vernichtet. 

Die héheren Pflanzen sind weniger als die Hefe zur Darstellung von 
Dauerpraparaten geeignet. Um die Pflanzen mit organischen Lésungs- 
mitteln rasch zu téten und Priparate mit wirksamen Atmungsfermenten 
aus denselben zu gewinnen, miissen wir zuvor ihre Struktur zerstéren. 
Die Zerstérung der Struktur wirkt aber verschieden auf die CO,-Aus- 
scheidung der Pflanzen. 

Zuerst hat Godlewski*) die Meinung ausgesprochen, daB die Zer- 
stérung der cellularen Struktur die Atmungsenergie der Samen ver- 


1) W. Zaleski und A. Reinhard, diese Zeitschr. 27, 1910. 

2) E. Buchner, H. Buchner undM. Hahn, Die Zymasegirung, 1903, 

3) Godlewski und Polzenins, Bull. del’Acad. d. Sc. Cracovie 1901. 
13* 
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mindert. Der Verfasser schreibt, daB ,,die Zerstérung der Zellenstruktur 
der Samen durch Zerreiben derselben eine nahezu vollstandige Sistierung 
der Kohlensaurebildung zur Folge hatte‘‘, und weiter: ,,Die intramole- 
kulare Atmung der Erbsensamen ist an die Zellenstruktur derselben 
gebunden.“* In den Versuchen des Verfassers befanden sich die zer- 
riebenen Samen unter dem Wasser, wodurch die Atmungsenergie derselben 
sehr gering war. Wenn wir aber die gepulverten Erbsensamen mit Wasser 
befeuchten, so atmen sie in der Luft und im Wasserstoff sehr energisch 
und sogar starker als intakte Objekte.!) Wir haben gezeigt, daB ver- 
schiedene Samen nach dem Zerreiben derselben bedeutend mehr Koblen- 
siure als die unversehrten ausscheiden.2) Dasselbe zeigen auch unsere 
Versuche mit einigen Knollen. Dagegen atmen andere Objekte, besonders 
die Keimpflanzen und Blitter nach der Zerstérung ihrer Struktur schwacher, 
und manchmal scheiden sie sehr geringe Mengen Kohlenséure aus. 
Uberhaupt kann man sagen, da8 die Zerstérung der Struktur am stiarksten 
die Atmung derjenigen Objekte vermindert, die im Zustande tatigen 
Lebens sich befinden oder wasserreich sind. Noch starker wird die 
Kohlenséureausscheidung zerriebener Objekte nach dem Behandeln der- 
selben mit organischen Lésungsmitteln, wie Aceton und Alkohol ver- 
mindert, und manchmal hért diese ganz auf. Zwar kénnen wir die 
Pflanzen durch Trocknen entwissern, aber dieses Verfahren ist nicht 
immer brauchbar. So schidigt das Trocknen einiger Knollen und be- 
sonders der gequollenen Samen die Atmungsenergie derselben nicht, da 
diese nach dem Pulverisieren und Befeuchten mit Wasser sehr energisch 
CO, ausscheiden. Dagegen wirkt das Trocknen schidlich auf die Kohien- 
siurebildung der turgescenten, wasserreichen Organe, die im Zustande 
titigen Lebens sich befinden. So scheiden, wenn wir die getrockneten 
Pflanzen durch Einweichen derselben im Wasser auf den friiheren 
Wassergehalt bringen oder nach dem Pulverisicren mit Wasser befeuchten, 
dann in vielen Fallen eine geringe Menge Kohlenséure aus. Dieses 
Resultat hiaingt nicht von der Strukturzerstérung der Pflanzen ab, und 
ich habe manchmal beobachtet, daB die getrockneten, pulverisierten und 
erfrorenen Pflanzen gleich stark atmen. Mann kann vermuten, daB das 
Abtéten der turgescenten Pflanzen durch Trocknen oder Erfrieren die 
Kohlensaureausscheidung derselben vermindert, aber dann wire es unver- 
standlich, warum das Abtéten der Samen vermittels Erfrieren oder 
Aceton zu anderen Resultaten fiihrt. Ich denke, da8 hier auch andere 
Momente eine wichtige Rolle spielen. 

Es ist sehr méglich, daB die Pflanzen wahrend ihres tatigen Lebens 
einen geringen oder keinen Vorrat an Atmungsfermenten haben, da die 
Bildung und der Verbrauch derselben Hand in Hand gehen. Zugunsten 
dieser Vermutung sprechen meine Versuche mit einigen Pflanzen, die 
zeigen, daB wihrend des Hungers derselben eine Vermehrung der Atmungs- 


1) W. Zaleski und A. Reinhard, 1, c. 
2) W. Zaleski und A. Reinhard, lL. c. 
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fermente stattfindet.!) Auberdem spielen dabei der Vorrat an ent- 
sprechendem Atmungsmaterial sowie das Medium eine wichtige Roile. 

Alles spricht dafiir, daS die turgescenten, wasserreichen Pflanzen 
zur Herstellung von Dauerpriparaten wenig geeignet sind. 

Dagegen sind die Samen zur Darstellung von Dauerpraparaten 
brauchbar. Die Samen sind wasserarm und atmen nach der Zerstérung 
ihrer cellularen Struktur sehr energisch. AuBerdem enthalten die Samen 
einen gewissen Vorrat an den Atmungsfermenten. Wie unsere Versuche 
zeigen, kénnen wir aus den in bestimmten Mineralsalzlésungen ein- 
geweichten Samen nach dem Trocknen und Pulverisieren derselben sehr 
energisch atmende Priiparate gewinnen.!) In diesem Falle aktivieren 
wir die Profermente oder vermehren vielleicht die Menge der Atmungs- 
enzyme. 

Zu unserem Zweck sind besonders diejenigen Samen ge- 
eignet, in denen anaerobe Prozesse stark hervortreten, z. B. die 
Erbsensamen. Das hangt wahrscheinlich davon ab, daB die 
Zerstérung der Struktur die Sauerstoffabsorption stark ver- 
mindert. Ich habe in Gemeinschaft mit A. Reinhard gezeigt, *) 
da8 die Zerstérung der cellularen Struktur verschiedener pflanz- 
lichen Objekte die Sauerstoffabsorption vermindert und sogar 
in denjenigen Fallen, in denen die Kohlensdéureausscheidung 
gesteigert wird. Es gehen dabei oft die Oxydationsprozesse 
ohne Kohlenséurebildung vor sich. Wenn sogar gleich nach 
der Strukturzerstérung die energische Sauerstoffabsorption statt- 
findet, so fallt diese dann schnell ab. 

Nach der Methode von Buchner und seinen Mitarbeitern*) 
wird die Hefe rasch vermittels Aceton oder Alkohol abge- 
tétet, da sie Wasser enthalt. Das ruhende, wasserarme Proto- 
plasma kann resistenter sein. Kurzwelly*) und Schubert’) 
haben gezeigt, daB exsiccatortrockene Samen nicht nur bei 
Zimmertemperatur, sondern auch bei héheren Temperaturen 
auBerordentlich resistent gegen Alkohol, Ather usw. sind, da 
sie in solchem Medium sehr lange Zeit ihre Lebensfahigkeit 
nicht einbiiBen. Dieses Resultat erklart sich aber nicht durch 
die Resistenz des Protoplasts, sondern durch die Undurchlassig- 
keit der Samenschalen fiir die oben genannten Stoffe. 


1) Uber diese Versuche werde ich spater berichten. 
2) Noch nicht verdffentlichte Arbeit. 

3) E. Buchner, H. Buchner und Hahn, |. c. 

+) Kurzwelly, Jahrb. d. wiss. Bot. 38, 1903. 

5) Schubert, Flora 100, 1910. 
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Bevor wir zu unseren Versuchen iibergehen, wollen wir auf Grund 
der vorhandenen Literatur die Wirkung organischer Lésungsmittel auf 
die Zellen und Atmungsfermente derselben beriihren. 

Die organischen Lésungsmittel, wie z. B. Ather, Alkohol, Aceton 
und Chloroform, wirken, indem sie in die Zellen eindringen und diese 
téten, direkt auf die Atmungsfermente oder iiben auf diese einen in- 
direkten Einfilu8 aus. Uber die direkte Wirkung dieser Substanzen auf 
die Atmungsfermente wissen wir sehr wenig und hauptsichlich iiber die 
Zymase der Hefe.!) Der indirekte Finflu®B dieser Stoffe kann aber sehr 
verschieden sein. 

Die organischen Lésungsmittel zerstéren die normale Struktur der 
Zellen, da sie die Lipoide lésen und EiweiBstoffe gerinnen machen, wodurch 
die Eigenschaften der plasmatischen Membranen verandert werden, die 
aus EiweiBstoffen oder Lipoiden bestehen oder eine Art Mosaik dar- 
stellen, deren Steinchen tcils aus Lipoiden, teils aus plasmatischem Ma- 
terial zusammengesetzt sind. Durch die Verinderung der Struktur der 
Membranen des Plasmas und der Vacuolen wird die Lokalisation der che- 
mischen Reaktionen in den Zellen gestért, wenn eine solche wirklich 
durch diese Momente bedingt ist, wie es einige Forscher annehmen. So 
sagt z. B. Buchner?): ,,Die Zelle besteht aus verschiedenen getrennten 
Werkstitten, deren Agenzien und Produkte, solange das Leben der Zelle 
dauert, voneinander getrennt bleiben. denn sonst wiirden sie sich gegen- 
seitig angreifen. Es geniigt die Annahme, daB die einzelnen Werkstitten 
getrennt sind, z. B. durch mit Cholesterin impriagnierte Grenzschichten 
des Protoplasts.“ Die Zerstérung der Struktur der Zellen unter der 
Wirkung der oben genannten Stoffe beschriinkt sich nicht nur auf die 
Membranen derselben. Der Hauptanteil des Protoplasts besteht aus den 
EiweiBstoffen und Lipoiden, die verschiedene Stoffe adsorbieren und 
lockere oder fester gefiigte Verbindungen mit diesen und wahrscheinlich 
miteinander geben. Mit Recht sagt Palladin*), daB ,,die Lipoide als 
ein Zement funktionieren, der im lebenden Protoplasma die verschiedensten 
Stoffe zu einem ganzen verbindet“. Weiter sind die Lipoide Lésungs- 
mittel fiir viele Stoffe und dienen zur Herstellung der kolloidalen Lé- 
sungen. Indem wir die Lipoide aus den Zellen herauslésen oder die 
EiweiBstoffe gerinnen machen, stéren wir dadurch die Lokalisation der 
chemischen Reaktionen und verindern die physikalischen Eigenschaften 
des Mediums, in dem Fermente wirken. 

Weiter vermuten verschiedene Forscher, daB die Lipoide direkt auf 
die Fermente wirken. So sagt z. B. Abderhalden*): ,,Es ist wohl 
méglich, da8 das Lecithin und die tibrigen zur Gruppe der Phosphatide 
gehérenden Verbindungen in den tierischen Zellen Aktivatoren sind, 


1) Euler, Allgemeine Chemie der Enzyme, 1910.— Oppenheimer, 
Fermente und ihre Wirkungen, 1910. 

2) E. Buchner und M. Hahn, 1. c. 

3) Palladin und Stanewitsch, diese Zeitschr. 26, 1910. 

4) Abderhalden, Lehrb. d. physiol. Chem., 1909. 
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und zwar vielleicht der intercellularen Fermente.‘* Auch weisen andere 
Forscher darauf hin, daS die Lipoide verschiedene Fermente aktivieren 
und paralysieren kénnen. ') 

Kinige Forscher, z. B. Frinkel und Dimitz?), nehmen an, daB 
die Lipoide, nimlich die ungesittigten Pbosphatide, sich an den Oxydations- 
und Reduktionsprozessen der Zellen beteiligen. 

In der unlangst erschienenen Arbeit weisen Palladin und Stane- 
witsch*) darauf hin, da die Lipoide einen groBen EinfluB auf die 
Atmung der Pflanzen haben. Die Verfasser haben Weizenkeime mit 
verschiedenen Extraktionsmitteln extrahiert und nach der Entfernung 
des Extraktors an der Luft getrocknet. Dann wurden die extrahierten 
Weizenkeime 1/, Stunde lang in Wasser eingeweicht und in den Atmungs- 
apparat zur Bestimmung der von ihnen ausgeschiedenen Kohlensiure 
eingefiihrt. Die Verfasser sagen, daf ,,ein Extraktionsmittel um so schid- 
licher auf die Kohlensiiureausscheidung der abgetéteten Pflanzen einwirkt, 
je mehr Lipoide und Phosphor es letzteren entzieht‘*.. Am wenigsten 
vermindert die Kohlensiureausscheidung der Weizenkeime die Extraktion 
derselben mit Toluol und Aceton, wiahrend Chloroform, Ather und be- 
sonders Athylalkohol nachteiliger in diesem Falle einwirken. 

Da aber die oben genannten Forscher die abgetéteten Weizenkeime 
in Wasser eingeweicht haben, so wurde dadurch die Exosmose aus den 
Zellen nicht vermieden, und daher bleibt es unbekannt, in welcher Weise 
die Lipoidextraktion in diesem Falle wirkt. Das Einfiihren von Toluol 
in den Atmungsapparat beseitigt den Parallelismus zwischen der Lipoid- 
extraktion und Kohlensiureausscheidung. Ob dieses Resultat von Toluol- 
zusatz oder von anderen Ursachen abhangt, das bleibt unbekannt. Weiter 
ist es sehr schwer, durch Trocknen an der Luft aus den extrahierten Keimen 
die verschiedenen Extraktionsmittel vollstindig zu entfernen, die wahr- 
scheinlich die Benetzbarkeit der Keime und daher auch Exosmose einiger 
Substanzen ins Wasser in verschiedenem Grade beeinflussen. Uber die 
Rolle der Exosmose in diesem Falle spricht ein folgender Versuch, der 
von mir ausgefiihrt wurde. 


Versuch 1. 

Es wurden einige Portionen der exsiccatortrockenen Weizen- 
keime zu je 7g mit Ather (wasserfrei), Aceton, Methyl- und 
Athylalkohol (99,8°/,) extrahiert. Die Extraktion dauerte 4 Tage, 
und im Verlaufe dieser Zeit wurden die Keime mit je 70 ccm 
des betreffenden Lésungsmittels iibergossen, das nach 2 Tagen ab- 
gegossen und durch dieselbe Menge des frischen Extraktionsmittels 
ersetzt wurde. Dann wurden die Keime, nach der Entfernung 
der Fliissigkeit, mit Papier abgetrocknet und zuerst an der Luft 

1) Literatur bei Centanni, diese Zeitschr. 29, 1910. 


2) Frankel und Dimitz, Wiener klin. Wochenschr. 1909, 51. 
3) Palladin und Stanewitsch, |. c. 
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bei Zimmertemperatur und nachher im Thermostaten bei 36 bis 
37° getrocknet. In anderen Fallen wurden die mit Aceton und 
Alkohol extrahierten Keime noch mit je 40 cem Ather 24 Stunden 
lang extrahiert, mit diesem ausgewaschen und dann in derselben 
Weise getrocknet. AuBerdem wurden andere Portionen der 
Weizenkeime (7 g) 4 Tage lang mit Athylalkohol befeuchtet 
(15 ccm) und dann sorgfailtig mit Ather ausgewaschen und 
getrocknet. Dann wurden die in der oben beschriebenen Weise 
extrahierten Keime mit 8 bis 10 ccm destillierten Wassers 
durchfeuchtet und auf Papier in den Atmungsapparat hinein- 
gebracht. Die Keime saugen sehr schnell Wasser auf. Gleich- 
zeitig wurde die Kohlensiureausscheidung der gepulverten Keime 
(7 g) bestimmt. 
CO, pro 11/, Std. 
mg 
Kontrollkeime gepulvert . . ....... =. 7-8 
ee a a eer 
CO ee ee 
re mit Ather ausgewaschen ... . 15,5 
Athylalkoholkeime 7,5 


a mit Ather ausgewaschen . 8,5 

” mit Alkohol befeuchtet und 
mit Ather ausgewaschen ... . 5 
Methylalkoholkeime mit Ather ausgewaschen . 0 


Zuerst sehen wir, da die mit Athylalkohol (99,8°/,) ex- 
trahierten Keime eine ziemlich bedeutende Menge Kohlen- 
saure ausscheiden, waihrend in den Versuchen von Palladin 
und Stanewitsch keine Kohlensaiurebildung in diesem Falle 
stattfindet. Weiter bemerken wir keinen Unterschied zwischen 
der Energie der Kohlensaéureausscheidung der Aceton- und Ather- 
keime. Die mit Ather und Aceton extrahierten Keime scheiden 
viel mehr CO, als die Alkoholkeime aus, waihrend Methylalkohol- 
extraktion die Kohlensiurebildung hemmt. Ich mu8 aber be- 
merken, daB die Extraktion nicht vollstandig war, da nur die 
Atherfliissigkeit ganz farblos war, wahrend die letzten Aceton- 
und Alkoholextrakte noch schwach gelbe Farbe hatten, obwohl 
ich mich zur Extraktion von 7 g Weizenkeimen 140 ccm des Ex- 
traktionsmittels bediente, wahrend die oben genannten Forscher 
fiir die von 100 g Weizenkeimen nur 800 ccm des Lésungsmittels 
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genommen hatten. Das hiangt wahrscheinlich davon ab, daB 
die Qualitét der Weizenkeime sehr verschieden war. In der 
Tat war die Atmungsenergie der von mir benutzten Keime 
sehr schwach, wahrend diese in den Versuchen von Palladin 
und Stanewitsch sehr lebhaft atmeten. Palladin’) sagt, 
daB die Atmungsenergie der Weizenkeime verschiedener Sen- 
dungen*) erheblich schwankt. Tatsachlich bekommen wir, wenn 
wir auf Grund der Versuchszahlen verschiedener Forscher die 
Intensitat der Atmung der Keime berechnen, sehr vonein- 
ander abweichende Zahlen. So z. B. scheiden 100g Weizen- 
keime nach Palladin und Stanewitsch 390, nach N. lwanoff*) 
100 bis 127, nach Burlakow*) 198 bis 228, nach Kostytschew’) 
41 bis 71 und nach unseren Bestimmungen 114 bis 170 mg CO, 
pro Stunde aus. Die verschiedene Intensitaét der Atmung der 
Keime hangt nicht nur von dem Trocknen und der Aufbe- 
wahrungsdauer derselben vor der Absendung, sondern auch von 
der Menge der versehrten Keime und Verunreinigungen ab. 

Die mit Alkohol befeuchteten Keime atmen sehr schwach 
und wahrscheinlich dadurch, daB Ather schwer den von ihnen 
aufgenommenen Alkohol daraus entfernt. 

Nehmen wir an, da8 unsere Keime abgetétet waren, oder 
daB die Extraktion derselben mit den oben genannten Lésungs- 
mitteln unvollkommen war, so kénnen wir dennoch nicht den 
Parallelismus zwischen der Menge der extrahierten Lipoide, 
besonders deren Phosphor- und CO,-Ausscheidung bemerken, 
da Aceton- und Atherkeime gleich stark atmen, obwohl die 
Phosphatide mehr in Ather léslich sind. Die Verminderung 
der Kohlensiiureausscheidung der extrahierten Keime wird nicht 
durch die Menge der herausgelésten Stoffe, sondern durch die 
Qualitat derselben bedingt. In einigen Fallen beobachtete ich 
bei der allmahlichen Extraktion der Keime eine gewisse Steige- 
rung der Kohlenséureausscheidung, wahrend in anderen Fallen 
ein gewisser Parallelismus zwischen CO,-Bildung und der Menge 
des Extraktionsmittels und Wirkungsdauer derselben zu_be- 
merken war. 





1) Palladin, Jahrb. f. wiss. Botan. 1910. 

2) Zurich, Maggi, Stadtmiihle. 

3) N. Iwanoff, Bull. de | Acad. de Sc. Petersbourg, VI. Ser., 1910. 
4) Burlakow, Arb. d. Charkower Ges. d. Naturf. 31, 1897. 

5) Kostytschew, diese Zeitschr. 15, 1909. 
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Ich will noch einen Versuch anfiihren, den Herr Jakowleff 
auf meinen Vorschlag ausgefiihrt hat. 


Versuch 2. 
8 g Weizenkeime. Die Extraktion dauerte 5 Tage und 
wurde 4mal mit je 25 com des Extraktionsmittels ausgefiihrt. 
Die Versuchsanordnung wie im ersten Versuche. Weizenkeime 


anderer Sendung. 


Extraktions- CO, pro 3. Std. 
mittel mg 
Aceton . . 58—58 
Atherr .... ; 53—54 
Athylalkohol (99,8°/,) . . 34—365 
Chloroform .... . . 23—23 
Kontrollkeime pulverisiert 30 


Auch in diesem Versuche waren nur die Atherextrakte farblos. 
Die interessanten Versuche von Palladin zeigen, daB die 
Extraktionsmittel in verschiedenem Grade die innere Struktur 
der Keime zerstéren und dadurch die Atmungsenzyme ver- 
schieden beeinflussen. In der Tat sehen wir, da Alkoholkeime 
gleich stark wie die pulverisierten atmen. Dafiir sprechen auch 
die Extraktionsversuche der pulverisierten Keime. So z. B. 


Versuch 3.') 


Extraktions- CO, pro Stunde 
mittel mg 
Ather Imal extrahiert . . . . 95 
i a+ os Oe 
——- ———— 
Alkohol 99,8°/, Imal extrahiert 5,5 
- , - 5,1 
‘a oe - 5,5 
Kontrollkeime pulverisiert . . . 10,0 


Alkoholextraktion vermindert die CO,-Ausscheidung der 
pulverisierten Keime, wahrend Atherextraktion die Energie der- 
selben nicht verandert. 

Ich will vorlaufig keinen allgemeinen SchluB aus unseren 
Versuchen ziehen, da die Frage iiber die Wirkungsweise der 
organischen Lésungsmittel auf die Atmungsenzyme der Pflanzen 


1) Dieser Versuch wurde von Herrn Jakowleff ausgefiihrt. 





! 
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sehr verwickelt ist. Ich habe die oben beschriebenen Versuche 
angefiihrt, da sie iiber die Untersuchungsmethode der Kohlensaure- 
ausscheidung der extrahierten Objekte sprechen. 

Meine weiteren Versuche verfolgen einen anderen Zweck. 
Ich habe mir zur Aufgabe gestellt, die Wirkung verschiedener 
organischer Lésungsmittel auf die Samen zu priifen, um Pra- 
parate mit wirksamen Atmungsenzymen zu erhalten. Meine 
Versuche haben auch noch einen anderen Zweck. 

Ich habe vor kurzem gezeigt,') da8 nur zweibasische Phos- 
phate die fermentative Kohlensiureausscheidung der Erbsen- 
samen steigern, wahrend andere Mineralsalze diese vermindern, 
wenn die Konzentration derselben nicht zu gering ist. Da aber 
die Atmungsfermente in einem sehr komplizierten Medium wirken 
und da wir zurzeit keine Methoden zum Isolieren dieser Fer- 
mente besitzen, so bezweckte ich, das Medium durch die Extrak- 
tion der Objekte mit organischen Lésungsmitteln zu verindern, 
um die Wirkung der Mineralsalze auf die enzymatische Kohlen- 
sdureausscheidung wieder zu _ priifen. 

Da unsere friiheren Versuche meistens mit Erbsensamen 
ausgefiihrt waren, so bediente ich mich auch jetzt dieses Objekts, 
das sehr wirksame Atmungsenzyme enthalt. 

Es ist interessant, daB pulverisierte Erbsensamen im Ver- 
lauf einiger Stunden in der Luft und im Wasserstoff gleiche 
Mengen der Kohlensiure ausscheiden. Da Phosphate die Kohlen- 
siureausscheidung steigern, so beobachten wir in diesem Falle 
ungeachtet der ausgezeichneten Aeration typische Girung. Ob 
dabei auch Alkohol sich bildet, bleibt unbekannt. 

Meine in Gemeinschaft mit A. Reinhard®*) ausgefiihrten 
Versuche zeigen, da8 weder zweibasische Phosphate, noch andere 
Mineralsalze, wie KNO,, Ca(NO,),, KH,PO, und MgSO,, in 
0,25 bis 1°/,iger Lésung die Sauerstoffabsorption der gepulverten 
Erbsensamen stimulieren. In derselben Weise wirken diese Stoffe 
auch auf die Sauerstoffabsorption der vorher mit Ather abge- 
téteten Erbsensamen. Man kann also denken, da8 der von 
Erbsenpulver absorbierte Sauerstoff zu denjenigen Oxydations- 
prozessen verbraucht wird, die ohne Kohlensiaurebildung vor 


1) W. Zaleski und A. Reinhard. 
2) Noch nicht veréffentlichte Arbeit. 
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sich gehen. So stimulieren zweibasische Phosphate die Per- 


oxydase') und Tyrosinase der Erbsen.*) 

Es ist sehr wahrscheinlich, da8 der von den gepulverten 
Erbsensamen absorbierte Sauerstoff nicht in den ersten Stunden 
des Versuches, sondern spiter zu wirken beginnt, und wenn- 
gleich Phosphate die Energie der Sauerstoffabsorption nicht 
verindern, wissen wir dennoch nicht, welcher Anteil des ab- 
sorbierten Sauerstofis zur CO,-Bildung und welcher zu anderen 
Oxydationsprozessen verbraucht wird. 

Wenn Iwanoff die stimulierende Wirkung der Phosphate auf die 
Oxydationsprozesse der gepulverten Erbsensamen verneint,*) so zeigen 
dennoch seine Versuche,*) daB diese Objekte viel schwacher in Wasser- 
stoff als in der Luft atmen. Diese Erscheinung tritt aber in den lange 
dauernden Versuchen auf, und daher spricht fiir die oben geiuBerte 
Vermutung, daB der Sauerstoff nur spiter zu wirken beginnt. Wir werden 
gerne Iwanoff beistimmen, wenn er seine Behauptungen durch neue 
Versuche, nicht aber auf Grund der Analogien mit Hefegirung beweisen 
wird. In jedem Falle zeigen die gepulverten Erbsensamen in den ersten 
Stunden des Versuches an der Luft den typischen anaeroben Atmungs- 
prozeB, 

Nach diesen Bemerkungen wollen wir zu unseren Versuchen 
ibergehen. 

In diesen Versuchen wurde eine bestimmte Menge (20 bis 
30 g) der nicht zu fein gepulverten Erbsensamen in GefaBe 
mit gut geschliffenen Glasstopfen eingefiihrt und mit einer be- 
stimmten Menge der Extraktionsfliissigkeit iibergossen. In 
anderen Versuchen wurde die Substanz mit einer geringen 
Quantitét der betreffenden Fliissigkeit versetzt, um die Masse 
nur zu befeuchten und auf diese Weise die Extraktion, wenn 
nicht aus den Zellen, sondern aus dem Priparat zu beseitigen. 
Nach einer bestimmten Zeit wurde die Substanz auf das Filter 
gebracht und getrocknet oder aufs neue extrahiert. In diesem 
Falle wurde die Fliissigkeit abfiltriert und die Substanz von neuem 
mit Lésungsmittel iibergossen. Diese Operation wurde 2 bis 4mal 
ausgefiihrt, und jedesmal wurde die auf dem Filter zuriick- 
gebliebene Substanz in das GefaéB zuriickgebracht. 


1) W. Zaleski und A. Reinhard, I. c. 

2) Wolff, zit. nach Chem. Centralbl. 1910, I, 19. 
3) L. Iwanoff, dies Zeitschr. 29, 1910. 

*) L. Iwanoff, ibid. 25, 1910. 
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Die befeuchtete oder extrahierte Substanz wurde mit 
Filtrierpapier getrocknet, an der Luft ausgebreitet und zu- 
letzt im Thermostaten bei 36 bis 50° iiber Schwefelséue im 
Vakuum getrocknet. Im ganzen dauerte das Trocknen 2 bis 
4 Tage. 

Das getrocknete Versuchsmaterial wurde in kleinen Kry- 
stallisierschalen mit einer solchen Quantitat destillierten Wassers 
versetzt, daB ein dichter, gleichmaBig befeuchteter Brei sich 
bildete, den man leicht auf Papier schmieren und in den 
Atmungsapparat hineinbringen konnte. Die Substanz ist schwer 
benetzbar, und man muB allmahlich unter bestandigem Umrihren 
der Substanz mit dem Spatel Wasser hinzufiigen. Nach meinen 
Bestimmungen ist die stiindliche Kohlensiureausscheidung im 
Verlaufe von 4 Stunden konstant. Ich habe meistens die 
Kohlensiureausscheidung pro 2 Stunden bestimmt und fiihre 
in der vorliegenden Mitteilung nur die stiindliche GréBe der- 
selben an. 

In unseren Versuchen kénnen wir daher die Anwendung 
des Antiseptikums unterlassen um so mehr, als dieses, z. B. 
Toluol, die Kohlenséureausscheidung um 45°/, vermindert. 

Iwanoff!) hat uns den Vorwurf gemacht, daB wir ,,leider unter 
nicht sterilen Bedingungen‘‘ die Kohlensaureausscheidung bestimmt 
hatten. Dem Verfasser ist augenscheinlich ein MiBverstaindnis unterlaufen, 
da das vielmehr auf seine als auf unsere Versuche sich bezieht. Unsere 
Versuche sind die kurzdauernden, wahrend Iwanoff in einigen Fillen 
ohne Antiseptikumzusatz Weizenkeime 23 Stunden lang im geschlossenen 
Raume hielt (Tabelle Il). Weiter bestimmte Iwanoff die Atmung 
lebender Erbsensamen, die in einer diinnen Fliissigkeitsschicht 92 Stun- 
den lang sich befanden. In anderen Versuchen bediente sich der Verfasser 
des Toluols und leitete den Luftstrom sehr lange durch den Atmungs- 
apparat, ohne dabei eine Flasche mit Toluol einzuschalten. Die Versuche 
von Iwanoff wurden wirklich ,,leider unter nicht sterilen Bedingungen‘‘ 
ausgefiihrt. 

Uber die Arbeit der Enzyme kénnen wir nach der Re- 


aktionsgeschwindigkeit urteilen, und in diesem Falle sind die 
kurz dauernden Versuche meiner Meinung nach brauchbar, da 
die Atmungsenzyme sehr empfindlich sind, und da in den 
lange dauernden Experimenten auch andere Momente hervor- 
treten. So wird z. B. Zymase allmahlich durch Endotryptase 
im PreBsafte der Hefe zerstort. 


1) Iwanoff, diese Zeitschr. 29, 1910. 
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Versuch 4. 

Zwei Portionen der gepulverten Erbsensamen zu je 30 ¢ 
wurden 24 Stunden lang mit je 70 ccm 99,8 und 92°/, Athyl- 
alkohol extrahiert und dann bei 36° getrocknet. 

Alkohol CO, pro Stunde 
"lo mg 

99,8 6,7 

92,0 3,0 


Versuch 5 und 6. 
Das mit 99,8°/, Athylalkohol extrahierte Samenpulver 
wurde 1. mit destilliertem Wasser, 2. mit K,HPO, 1°/, und 
3. mit KNO, 1°/, befeuchtet. Es wurden Portionen zu je 30 g 


genommen. 
CO, pro Stunde 


H,O 6,3 


5, 
K,HPO, 1°/, 10,8 12, 
KNO, 1°/, 3,6 3, 


Versuch 7. 


Vier Portionen der gepulverten Erbsensamen zu je 30 g 
wurden in 2 bis 5 Tagen 1 bis 4mal mit je 70 ccm (im ganzen 
70 bis 280 com) Athylalkohol 99,8°/, extrahiert. Zwei andere 
Portionen wurden 2 bis 5 Tage mit je 15 ccm Alkohol be- 
feuchtet. 


Alkohol- Alkohol- co, Alkohol- co, 
extraktionsdauer menge pro Stunde befeuchtungsdauer pro Stunde 


Tage ecm mg Tage mg 
70 7,5 2 45 

140 6,6 3 5,2 

210 6,8 4 4,5 

280 7,6 5 5,0 


Versuch 8. 
Zwei Portionen der gepulverten Erbsensamen wurden mit 
15 com Athylalkohol 99,8°/, befeuchtet, die zwei anderen aber 
wurden 2 Tage mit je 70 ccm desselben Lésungsmittels extra- 
hiert. Alle Portionen wurden zuerst bei 36° und dann bei 
80° oder itiber Schwefelsiure im Vakuum getrocknet. 
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CO, pro Stunde 


mg 
Extrahiert und im Vakuum getrocknet 6,7 
Befeuchtet ,, __,, * - 2,5 
Extrahiert und bei 80° getrocknet 6,7 
Befeuchtet ,, ,,,, 23 


” 


Versuch 9. 

Vier Portionen des Pulvers der Erbsensamen zu je 30 g 
wurden teils mit je 70 ccm Athylalkohol iibergossen, teils mit 
je 15 ccm desselben befeuchtet. Nach 2 Tagen wurden die 
befeuchteten Portionen auch mit je 70 ccm Alkohol iibergossen. 
Nach 4 Tagen wurden alle Portionen von Alkohol befreit, 
zwei dieser Portionen wurden bei 36° getrocknet, die anderen 
aber wurden sorgfaltig mit Ather ausgewaschen, um die Alko- 
holspuren zu entfernen, und dann in derselben Weise ge- 


trocknet. 
CO, pro Stunde 
mg 
Extrahiert ...... nor tee Ae oe, ek 
,» und mit Ather ausgewaschen. . . . 6,5 
Vorher befeuchtet ... . a 


a ms und mit Ather ausgewaschen 3,4 


Versuch 10. 
Drei Portionen der gepulverten Samen zu je 30g wurden 
im Verlaufe von 2 bis 5 Tagen 1 bis 4mal mit je 100 ccm 
Aceton extrahiert. Drei andere Portionen wurden mit je 15 ccm 
Aceton befeuchtet. 


Aceton- Aceton- CO, Befeuchtungs- Co, 
wirkungsdauer menge pro Stunde dauer pro Stunde 
f Tage ecm mg Tage mg 
2 200 11,0 2 8,0 
4 300 8,5 4 8,0 
400 9,0 5 7,0 


Versuch 11. 

Vier Portionen der gepulverten Erbsensamen zu je 30 g 
wurden im Verlaufe von 4 Tagen mit je 15 ccm Aceton be- 
feuchtet. Zwei dieser Portionen wurden dann bei 36 und bei 
50° getrocknet. die anderen aber wurden sorgfaltig mit Ather 
ausgewaschen und dann bei denselben Bedingungen getrocknet. 
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CO, pro Stunde 
meg 
Acetonpulver bei 36° getrocknet .... . . 8,0 
50° x ee 
mit Ather ausgewaschen und bei 36° 
getrocknet. ..... . 7,5 


Acetonpulver mit Ather ausgewaschen und bei 50° 


rs | 


Versuch 12. 

Vier Portionen des Pulvers zu je 30 g wurden mit je 70 ccm 
Ather (wasserfrei) im Verlaufe von 2 bis 7 Tagen 1 bis 4mal 
extrahiert. Parallel wurden andere Portionen des Pulvers mit 
je 15 ecem Ather befeuchtet. Alle Portionen wurden bei 36° 
getrocknet. 


Ather- Menge der CO, Befeuchtungs- CO, 
wirkungsdauer Extraktionsfliissigkeit pro Stunde dauer pro Std. 


Tage com mg Tage mg 
2 70 15 2 16 
70 11,2 — 

210 10,8 16 

280 11,0 16 


Versuch 13. 

Zwei Portionen des Pulvers der Erbsensamen') zu je 20g 
wurden 20 Stunden lang mit Ather befeuchtet (8 ccm), und 
zwei andere wurden 2 Tage mit je 30 ccm Ather extrahiert. 
Parallel wurde die Kohlensiureausscheidung des lebenden 
Pulvers bestimmt. 

CO, pro Stunde 
mg 
Lebendes Pulver . . 12 
Befeuchtet mit Ather 12 
Extrahiert _,, ll 


Versuch 14. 
Zwei Portionen der gepulverten Erbsensamen zu je 30 g 
wurden 16 Stunden lang mit je 30 ccm Ather und Aceton 
extrahiert. Eine Acetonportion wurde auBerdem mit Ather 


1) Die Samen sind anderer Herkunft. 
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ausgewaschen. Parallel wurde die Kohlenséureausscheidung des 
lebenden Pulvers bestimmt. 
CO, pro Stunde 


mg 

Lebendes Pulver . ... . 16,3 

Ather-Pulver . . . 16—16,3 

Aceton-Pulver aaa, 
pe ,, mit Ather aus- 

gewaschen. . . 16,0 


Versuch 15. 

Sieben Portionen der gepulverten Erbsensamen zu je 30 g 
wurden im Verlaufe von 4 Tagen 2mal mit 200 ccm (im ganzen 
also 400 ccm) der unten bezeichneten Lésungsmittel extrahiert. 
Eine dieser Portionen wurde mit je 70 eem Aceton-Athyl- 
alkohol und dann mit Ather extrahiert. Alle extrahierten Por- 
tionen wurden zuerst bei 37° und dann bei 50 oder 62° 
(2 Stunden lang) getrocknet. 

CO, pro Stunde 


Extraktionsflissigkeit getrocknet bei 50° _— bei 62° 
mg mg 
Me oe 4 a a oe a 9,0 
Rs A 6 se Ge ee ek 8,7 
ee eee ee ae 5,7 
Athylalkohol 99,8°/, . . . . 6,5 6,5 
Aceton, Athylalkohol, Ather. . 6,5 6,5 
Methylalkohol’) . . . . . . keine Kohlensaure- 
auscheidung 

Methylalkohol-Ather') . . . . do. 


Wir sehen, da8B Methylalkoholextraktion der gepulverten 
Erbsensamen die Zymase derselben schnell zerstért oder in- 
aktiviert (Versuch 15). Durch Athylalkoholextraktion wird die 
Wirksamkeit der Erbsenzymase schon nach 24 Stunden um 
die Halfte geschwiacht, wobei die Menge des Extraktionsmittels 
sowie die Wirkungsdauer desselben keine merkliche Rolle spielen, 
wie Versuch 7 zeigt. Das durch Alkoholextraktion ge- 
schadigte Enzym gewinnt seine friihere Energie durch zwei- 
basische Phosphate zuriick (Versuch 5 bis 6). Kaliumnitrat 


1) Die Extraktion dauerte nur 24 Stunden. 
Biochemische Zeitschrift Band 31. 14 





1--ningeelheemens Sicaionm emnenna sesamiae wa 











210 W. Zaleski: 


in 1°/,iger Lésung wirkt schadlich, was unsere friiheren Ver- 
suche bestatigen. Wenn diese Priparate eine geringe Alkohol- 
menge enthalten, so tibt diese keinen Einflu8 auf die Energie 
der Kohlensiurebildung aus, da wir nach dem Auswaschen des 
Priiparates mit Ather, sowie nach dem Trocknen desselben bei 
80° oder im Vakuum dieselbe Zahlen bekommen (Versuch 8 
und 9). Die schadliche Alkoholwirkung tritt in denjenigen 
Versuchen hervor, in denen das Pulver mit einer geringen Quan- 
titat dieses Extraktionsmittels befeuchtet wurde, da die aus den 
Zellen, nicht aber aus dem Praparat herausgelésten Lipoide dieses 
zuriickhalten. Das Trocknen solcher Praparate bei héheren 
Temperaturen vermindert die Kohlensiureausscheidung noch mehr 
(Versuch 8). Das sorgfaltige Auswaschen des Priparates mit 
Ather beseitigt auch diese schiidliche Wirkung nicht, und da- 
her ist es wahrscheinlich, daB einige von den extrahierten Stoffen 
sich an der Luft zersetzen und da die Zersetzungsprodukte 
derselben, nach dem Befeuchten des Pulvers mit Wasser, nach- 
teilig auf die enzymatische Atmung einwirken. So z. B. ver- 
mindert Wasser-Lecithinemulsion (Handelspraparat) die Kohlen- 
siureausscheidung des lebenden Pulvers. 

Weniger nachteilig wirkt auf die fermentative Kohlen- 
siureausscheidung der gepulverten Erbsensamen die Extraktion 
derselben mit Aceton und Ather. Die Steigerung der Aceton- 
menge bei der Extraktion oder vielmehr das Verlingern der 
Extraktionszeit bewirkt das allmahliche Absinken der von 
Erbsenpulver ausgeschiedenen CO,-Mengen, aber nur bis zu 
einem gewissen Grade (Versuch 10). Noch deutlicher tritt ein 
gewisser Parallelismus zwischen Atherextraktionsdauer des 
Pulvers und der von diesem ausgeschiedenen CO,-Menge her- 
vor (Versuch 12). Nach der kurz dauernden Extraktion des 
Erbsenpulvers mit Aceton und Ather sowie nach dem Be- 
feuchten derselben mit Ather (Versuch 12, 13 und 14) scheidet 
es gleichviel Kohlensiure wie das lebende aus.” 

Aus unseren Versuchen ist zu ersehen, daf§f Ather und 
Aceton die geeignetsten Mittel zum Abtéten der Samen behufs 
Gewinnung der Praparate mit wirksamen Atmungsfermenten 
darstellen. Da wir aber Aceton nicht so leicht wie Ather aus 


dem Praparat entfernen kénnen, so miissen wir in diesem 
Falle das Behandeln der Samen mit Ather vorziehen. 

















ee ee 


Atmungsenzyme der Pflanzen. 211 


Die Wirkung der organischen Lésungsmittel hingt von der 
Vorbehandlung der Objekte ab. Wir haben schon oben ge- 
sehen, daB die abgetéteten Objekte (z. B. Weizenkeime) schwach 
auf Atherextraktion reagieren. Der folgende Versuch zeigt die 
Erscheinung deutlich. 

Versuch 16. 

Die bei 36° getrockneten und dann fein pulverisierten 
Spitzen der etiolierten Stengel von Vicia Faba Windsor wurden 
in zwei Portionen zu je 3,5 g geteilt. Die eine Portion wurde 2 Tage 
lang mit je 20 ccm Ather (wasserfrei) extrahiert und dann mit 
Ather griindlich ausgewaschen. Die mit Ather extrahierte Portion 
wurde zuerst an der Luft und dann im Thermostaten bei 36° 
getrocknet. Beide Portionen wurden mit Wasser befeuchtet, auf 
Papier gestrichen und in den Atmungsapparat hineingebracht. 

CO 





Versuchsdauer Kontrollportion ‘ Atherportion 
Stunden mg mg 
1 8,5 8,7 
3 13,0 14,5 
4 21,5 23,2 


Die Spitzen waren durch Trocknen abgetétet und wir sehen, 
daB 2tiagige Atherextraktion keinen EinfluB auf die Energie 
der CO,-Ausscheidung ausiibt. Es ist verstindlich, daB der 
Unterschied zwischen unseren Versuchen und den von Palla- 
din und Stanewitsch nicht nur von den Untersuchungs- 
methoden, sondern von der Qualitét der Keime abhingt. Auch 
die mechanische Zertriimmerung der Samen stort durch 
Steigerung einiger Funktionen und durch Ausfall einiger Vor- 
ginge die Lebensharmonie derselben. Ferner tritt die Tatig- 
keit der Fermente in den Vordergrund, und wir sehen, daB 
das sog. lebende Pulver gleich stark wie das vermittels Ather 
abgetotete atmet. 

Ich méchte an dieser Stelle nur zwei Versuche anfiihren, 
die iiber die Wirkung der organischen Lésungsmittel auf die 
Katalase und das Reduktionsvermégen der Gewebe sprechen. 


Versuch 17.*) 
Einige Portionen der bei 36° getrockneten PreBhefe zu 
je 6 g wurden 4 Tage lang mit je 60 ccm Aceton, Ather, 


y 1) Dieser Versuch wurde von Friulein A. Rosenberg ausgefiihrt. 
14* 
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Methyl- und Athylalkohol extrahiert. Die extrahierte Hefe 
wurde an der Luft, hierauf im Thermostaten bei 36° und 
schlieBlich in diesem bei 50° getrocknet. Die Alkoholportion wurde 
vorher mit Ather ausgewaschen. Dann wurden von je einer 
Portion der extrahierten Hefe 0,5 g abgewogen und mit 50 ccm 
destillierten Wassers versetzt und abfiltriert. 20 ccm des Fil- 
trates wurden mit einer bestimmten Menge der 3°/,igen Hydro- 


peroxydlésung versetzt. 
Manometerstand des Quecksilbers 
Extraktionsmittel nach 20 Minuten 
mm 


a «+ sss * «oe 
et. + 4 
Athylalkohol 99,8°/, . 
Methylalkohol . 
Kontrollportion 


Versuch 18.') 

Fiinf Portionen der bei 36° getrockneten PreBhefe zu je 
4g wurden 2 Tage lang mit je 40 ccm Ather, Aceton, Chloro- 
form, Athyl- und Methylalkohol extrahiert; dann wurde 
die extrahierte Hefe zuerst an der Luft und schlieBlich im 
Thermostaten bei 36° getrocknet. Dann wurde von je einer 
Portion der extrahierten Hefe 1,5 g in Probierglaser eingefiihrt 
und mit 10 ccm destillierten Wassers und hierauf mit 0,2 ccm 
0,05°/,iger Methylenblaulésung versetzt. Die Fliissigkeit wurde 
oben mit einer Schicht von Paraffinum liquidum iibergossen, 
um das Methylenblau vom Luftsauerstoff zu isolieren, und 
darin die Geschwindigkeit der Entfirbung von Methylenblau 
bestimmt. 

Extraktionsmittel Entfarbungsdauer 
Minuten 
ae 
a 
Pe vie & 6 ote 
Athylalkohol. . .... 16 
Methylalkohol . . . . . keine Entfarbung 
nach 1'/, Std. 
Kontrollportion. . . . . 25 


') Dieser Versuch wurde von Herrn B. Lubimoff ausgefiihrt. 
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Durch Methylalkoholextration wird die Hefekatalase ver- 
nichtet oder ihre Tatigkeit nur paralysiert, wihrend andere 
Extraktionsmi‘tel schwach wirken. Die Methylalkoholextraktion 
hemmt auch das Reduktionsvermégen der Hefe, wahrend andere 
Extraktionsmittel keinen merklichen EinfluB auf dieses ausiiben. 
Wenn Athylalkoholextraktion der Hefe die Reduktion von 
Methylenblau beschleunigt, so hangt das von einer direkten Al- 
koholwirkung ab. Unsere Versuche zeigen, daB geringe Alkohol- 
mengen die Reduktion des Methylenblau durch Hefe stark 
beschleunigen. Hingegen verlangsamt Acetonanwesenheit diesen 
ProzeB. 

Weiter hat Korsakow') gezeigt, da8 die Extraktion der 
Weizenkeime mit organischen Lésungsmitteln die GréBe der 
Proteolyse derselben in  verschiedenem Grade vermindert. 
Einige in unserem Laboratorium ausgefiihrten Versuche zeigen, 
daB in derselben Weise auch die Verdauungskraft der Handels- 
priparate von Pepsin durch die vorherige Extraktion mit 
organischen Lésungsmitteln beeinfluBt wird. 

Was die Wirkungsweise der organischen Lésungsmittel 
auf die Atmungsfermente betrifft, so sehen wir, daB diese sehr 
verschieden sein kann. 

Wenn eine direkt schidliche und sogar spezifische Wirkung 
der organischen Lésungsmittel auf die Atmungsenzyme nicht 
ausgeschlossen ist, so besteht doch ein gewisser Zusammen- 
hang zwischen der Enzymwirksamkeit und den extrahierten 
Stoffen. 

Wir haben schon oben gesehen, da die Extraktion des 
Erbsenpulvers mit verdiinntem Alkohol mehr als diese mit dem 
absoluten die Energie der Kohlensaéureausscheidung desselben ver- 
mindert (Versuch 4). Die schiadliche Wirkung des Extraktions- 
mittels steht in einem gewissen Parallelismus mit der Wasserléslich- 
keit desselben. Es scheint also, daB die Substanzen der wasserigen 
Phase mehr als die Lipoide die Wirksamkeit der Atmungs- 
enzyme beeinflussen. Die Natur dieser Substanzen sowie der 
Charakter des Einflusses derselben auf die Atmungsenzyme 
bleiben unbekannt. Wenn das Erbsenpulver nach Alkohol- 
extraktion weniger Kohlensiure ausscheidet, so gewinnt dieses 


1) Korsakow, diese Zeitschr. 28, 1910. 
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seine friihere Energie durch zweibasische Phosphate zuriick, und 


man kénnte daher eine solche stimulierende Wirkung auch den 
extrahierten Stoffen zuschreiben. Wenn aber durch Methylalkohol- 
extraktion des Erbsenpulvers die Kohlensaiureausscheidung 
sistiert wird, so spricht diese Tatsache dafiir, daB Methylalkohol 
das Enzym zerstért oder die fiir die Wirksamkeit desselben un- 
entbehrlichen Stoffe, z. B. Kofermente, extrahiert. 

Die Atmungsfermente als Endoenzyme sind an den Proto- 
plast der Zellen gebunden und werden nach der Zerstérung 
dieser Bindung freigegeben, und da sie sehr empfindlich sind, 
so werden sie je nach dem Charakter des Mediums in ver- 
schiedenem Grade abgeschwacht. Besonders sind die Atmungs- 
enzyme in der Lésung empfindlich, wie wir oben in den Ver- 
suchen mit Weizenkeimen gesehen haben. 








Untersuchungen iiber den Blutzucker. 
IX. Mitteilung. 


Weitere Beitrige zur Permeabilitaét der Blutkérperchen 
fiir Traubenzucker. 


Von 
P. Rona und A. Doblin. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des stidt. Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 24, Januar 1911.) 


Die Untersuchungen von Michaelis und von einem von 
uns (R.) haben sicher ergeben, da® die roten Blutkérperchen 
Zucker enthalten,!) und ferner, daB zwischen dem Zucker der 
Blutkérperchen und dem des Serums ein Austausch stattfinden 
muB, der aber nicht oder nur selten zu einem vollkommenen 
Ausgleich des Zuckergehaltes in und auBerhalb der Blut- 
kérperchen fiihrt. Ein Ausdruck dieser Tatsachen ist der hohe 
Zuckergehalt im Gesamtblut bei Hunden mit alimentarer Glyk- 
amie (z. B. einmal 0,418, in einem anderen Falle 0,473°/, bei 
einem Zuckergehalt im Plasma von bzw. 0,457 und 0,518°/,), 
ferner der hohe Blutzuckerwert bei Diabetes mellitus, wie 
er von Hollinger und Michaelis und Rona in vielen Fallen 
konstatiert werden konnte. Mit diesem Befund war es jedoch 
schwer vereinbar, daB von einer Reihe von Forschern im Ex- 
periment auferhalb des Organismus die Blutkérperchen fiir 
Traubenzucker impermeabel gefunden worden sind. Die Unter- 
suchungen von Hamburger, Gryns, Hedin u.a. fiihren den 


1) P. Rona und L. Michaelis, diese Zeitschr. 16, 60, 1909; 
18, 375, 1909. Vgl. auch Hollinger, diese Zeitschr. 17, 1, 1909. 
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Beweis hierfiir nur indirekt, indem sie die Undurchlassigkeit 
der Blutkérperchen aus gewissem Verhalten derselben in zucker- 
haltigen Lésungen folgern. Friihere an gewaschenen Blut- 
kérperchen angestellte Versuche von Michaelis und Rona’) 
sprachen auch fiir die Impermeabilitét, wihrend in Versuchen 
am Gesamtblut die Méglichkeit eines teilweisen Eindringens des 
Zuckers in die Blutkérperchen zugegeben werden muBte. Die 
damaligen Versuche in dieser Richtung waren jedoch nicht 
vollkommen entscheidend, weil fiir die Menge der Blutkérperchen 
nur willkiirlich angenommen wurde, da8 sie 33 Vol.-° 
Gesamtblutes betriige. 


» des 

Die Versuche wurden nun wieder aufgenommen und in 
der Weise verfahren, da8 zunichst die Zuckerverteilung im 
frischen, mit FNa versetzten menschlichen Blute festgestellt 
und gleichzeitig zu einem anderen Teil desselben Blutes eine kon- 
zentrierte (ca. 15°/,ige) Traubenzuckerlésung hinzugefiigt wurde, 
bis zu einem Gehalt des Blutes an Traubenzucker von 0,3 bis 
0,5°/,. Nach griindlichem Vermischen — etwa 1 bis 2 Minuten 
nach dem Zuckerzusatz — wurde dann die Zuckerverteilung 
wieder festgestellt. Den Gehalt an Blutkérperchen in Vol.-°/, 
bestimmten wir mittels eines Hedinschen Hamatokriten vor 
und nach dem Zuckerzusatz und berechneten aus den experi- 
mentell erhaltenen Daten den Zuckergehalt der Blutkérperchen. 
Diese berechneten Werte sind in der 3. Kolumne der Tabelle 
angegeben. Die Zuckerbestimmung erfolgte polarimetrisch nach 
vorheriger EnteiweiBung mittels kolloidalen Eisenhydroxyds nach 
der Methode von Michaelis und Rona. 

Die Versuchsergebnisse sind in der nebenstehenden Tabelle 
niedergelegt. 

Die Volumprozente an Blutkérperchen betragen in den 
Fallen 1 bis 3 vor dem Zuckerzusatz 38, nach dem Zucker- 
zusatz bzw. 32, 32 und 35. In den Fallen 4 und 5 (eine 
stark anamische Patientin) fanden sich 25°/, an roten Blut- 
kérperchen. 


Aus den Versuchen geht nun eindeutig hervor, daf der 
Zuckerzusatz zu dem Blute sofort eine Erhéhung der Zucker- 
werte der Blutkérperchen veranlaBt hat, diese also unter 


1) P. Rona und L. Michaelis, diese Zeitschr. 18, 514, 1909. 
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den angegebenen Bedingungen fiir Zucker durchgiangig 
sind; ferner aber auch, daB ein vollkommener Ausgleich nicht 
statthat. In keinem der Versuche war der Zuckergehalt im 
Plasma und in den Blutkérperchen ganz gleich geworden. DaB 
dieser Ausgleich auch nach 24 Stunden nicht erfolgt, zeigen 
friihere Versuche in der erwahnten Arbeit von Michaelis und 
Rona. Hier wurde bei Zusatz von Zucker zu Hundeblut (mit 
FNa) nach 24stiindigem Stehen gefunden: in einem Falle im 
Plasma 0,626°/, Zucker, im Gesamtblut 0,574°/,, in einem 
zweiten im Plasma 1,22°/, Zucker, im Gesamtblut 0,869°/,. — 
Auch diese Tatsache steht mit den im lebenden Organismus 
beobachteten Verhaltnissen in gutem Einklang. 





Zuckergehalt 
im Gesamt-! | in den roten 

Blut im Plasma Blutkérperchen 

°%Jo °/o %~l 
Fall 1 |a) sofort 0,094 0,098 0,089 
Mensch |b) nach Zuckerzusatz 0,375 | 0,401 0,322 
Fall 2 ja) sofort 0,128 | 0,175 0,056 
Mensch |b) nach Zuckerzusatz 0,308 0,356 0,208 
Fall 3 ja) sofort 0,076 0,097 0,066 
Mensch |b) nach Zuckerzusatz 0,339 | 0,392 0,243 
Fall 4 | nach Zuckerzusatz 0,437 | 0.478 0,316 
Mensch ’ 
Fall 5 nach Zuckerzusatz 0,386 0.436 0,240 
Mensch 





Die an geschlagenem Blut angestellten Versuche fiihrten 
im wesentlichen zu dem gleichen Ergebnis; auch hier konnte, 
einen Versuch ausgenommen (vgl. Fall 10), ein Eindringen von 
Zucker in die Blutkérperchen nachgewiesen werden. Es hat 
aber den Anschein, als ob die Permeabilitaét unter diesen Be- 
dingungen beschrinkter ware; die von den Blutkérperchen auf- 
genommene Menge Zucker war in einer Anzah! dieser Versuche 
im Vergleich zu der in den oben erwahnten Fillen auf- 
genommenen bedeutend geringer. Dies deutet mdglicherweise 
auf eine Rolle des Fibrinogens bei dem Zuckeraustausch 
zwischen den Blutkérperchen und seinem Medium, doch konnten 
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verschiedene, zur Klirung der hier obwaltenden Verhiltnisse 
angestellte Versuche bis jetzt keine Entscheidung bringen. Wir 
miissen uns daher zunichst mit der Konstatierung der Tat- 
sache begniigen, daB eine Permeabilitat der Blutkérperchen fiir 
Traubenzucker auch im geschlagenen Blut nachzuweisen ist. 
In den Fillen, in denen die Blutkérperchen erst nach Zucker- 
zusatz zuckerhaltig gefunden wurden, wird man médglicherweise 
eine durch die hohe Zuckerkonzentration veranlaBbte gesteigerte 
Permeabilitét annehmen miissen. Auch diese Verhaltnisse 
finden in unseren Versuchen an Hunden mit alimentirer 
Glykaimie ein Analogon. 
Im einzelnen ergaben die Versuche folgende Befunde: 


Fall 6. Blut vom Menschen, defibriniert. 
Vol.-°/, Blutkérperchen: 48 vor, 40 nach dem Zuckerzusatz. 





Zuckergehalt 


im ; in den roten 
Gesamt-Blut im Serum Blutkérperchen 
2. ‘fo | °%/o 


a) sofort 0,072 0,035 


b) nach Zuckerzusatz 0,289 0,384 0,147 


Fall 7. Blut vom Menschen, defibriniert. 
Vol.-°/, Blutkérperchen: 40. 





Zuckergehalt 


im ; in den roten 
Gesamt-Blut im Serum Blutkérperchen 


ve | % 





a) sofort 0,049 0,00 
b) nach Zuckerzusatz 0,397 0,554 0,16 


Fall 8. Blut vom Menschen, defibriniert. 
Vol.-°/, Blutkérperchen: 48. 





Zuckergehalt 
im f in den roten 
Gesamt-Blut im Serum — Blutkérperchen 
ayers */o ss Der lo 
a) sofort | 0.101 0.121 | 008 
b) nach Zuckerzusatz | 0,452 0,565 0,32 
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Fall 9. Blut vom Menschen, defibriniert. 
Vol.-°/, Blutkérperchen: 40. 





Zuckergehalt 
im Dt os in den roten 
Gesamt-Blut im Serum Blutkérperchen 


%/o °lo 


a) sofort 0,099 0,00 
b) nach Zuckerzusatz 0,535 0,582 0.46 


Fall 10. Blut vom Menschen, defibriniert. 
Vol.-°/, Blutkérperchen: 38. 





: Zuckergehalt 
im ; in den roten 
Gesamt-Blut im Serum Blutkérperchen 


*/o %/o 
a) sofort 0,061 | 0,046 
b) nach Zuckerzusatz 0,248 0,352 





Fall 11. Blut vom Menschen, defibriniert. 
Vol.-°/, Blutkérperchen: 48. 





Zuckergehalt 


im . in den roten 
fesamt-Blut im Serum | Blutkérperchen 





a) sofort y .O$ 0,00 
b) nach Zuckerzusatz 4 6 0,37 


Fall 12. Blut vom Menschen, defibriniert. 
Vol.-°/, Blutkérperchen: 38. 





= Zuckergehalt 
| 


im — in den roten 
|Gesamt-Blut|) 1 Serum — Blutkérperchen 


*o 
a) sofort 0,113 0,164 0,03 
b) nach Zuckerzusatz | 0,420 | 0,581 0,15 





Durch den Nachweis der Permeabilitét der Blutkoérperchen 
fiir Traubenzucker unter den geschilderten Bedingungen ist dem 
Vorgange des Zuckeraustausches zwischen Blutkérperchen und 
Plasma das Riitselhafte genommen. Auch der Ablauf der 
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Glykolyse ist dem Verstindnis naher geriickt. Bekanntlich 


fehlt im Plasma das glykolytische Ferment, und nach der 
alten Anschauung sollte wiederum den Blutkérperchen der 
Zucker fehlen. Der Widerspruch, der dem Verstandnis der 
Glykolyse daraus erwiachst, ist nun durch diese und unsere 
friiheren Untersuchungen iiber diesen Gegenstand behoben. 
Freilich miissen noch die Bedingungen der teilweisen Permea- 
bilitat, wie auch das Verhalten der gewaschenen Blutkérperchen 
niher studiert werden. 

Auf die bemerkenswerte Schrumpfung der Blutkérperchen 
in dem zuckerhaltigen Medium in mehreren Fallen — wie dies 
aus den Hamatokritzahlen (vgl. Fall 1 bis 3) zu ersehen ist — 
gehen wir anlaBlich dieser Untersuchung nicht ein, da sie mit der 
hier erérterten Frage nicht direkt zusammenhangt und die Zucker- 
werte der Blutkérperchen nur unwesentlich (und im Sinne eines 
niedrigeren Zuckergehaltes) verschiebt. 

Zusammenfassend kénnen wir also sagen, daB die roten 
Blutkérperchen in ihrem natiirlichen Medium fiir Traubenzucker 
durchgiangig sind und ein Widerspruch zwischen der Beobachtung 
am lebenden Organismus und dem Experiment in vitro nicht 


besteht. 








Beitrige zur Kenntnis der Zusammensetzung der 
Malzkeime. 


Von 


Kiyohisa Yoshimura. 
(Aus dem Universitatslaboratorium fiir Nahrungsmittelchemie in Hallea.S.) 


(Eingegangen am 26. Januar 1911.) 


I. Die Aminoverbindungen in Malzkeimen. 


In einer Arbeit iiber die Malzkeime hat E. Schulze’) be- 
reits berichtet, daB aus Malzkeimen wohl Cholin und Betain, 
dagegen Arginin und Asparagin trotz aller darauf verwendeten 
Miihe nicht isoliert werden konnten. 

Léger*) hat aus Malzkeimen das Alkaloid Hordenin iso- 
liert und untersucht. Es interessierte mich, die Isolierung von 
Basen, besonders Hexonbasen, sowie Cholin, Betain, Vernin usw. 
zu wiederholen und die Frage, ob Asparagin in Malzkeimen 
ganzlich fehlt, zu priifen; denn es ware ein gelegentliches Vor- 
kommen hier nicht ausgeschlossen. 

Ich konnte nun Histidin, Cholin und Betain, jedoch nicht 
Arginin, Vernin und Asparagin isolieren. 

Die Malzkeime, die fiir diese Untersuchung benutzt wurden, 
hatten folgende Zusammensetzung: 

SS a a eer ae 

Trockensubstanz ......... . . 92,830%, 


1) E. Schulze, Zeitschr. f. physiol. Chem. 57, 73, 1908. 
2) Léger, Compt. rend. 142, 108; 143, 234 und 916; 144, 208. 





K. Yoshimura: 


In 100 Teilen Trockensubstanz: 
Gesamt-Stickstoff. .......... 3,824 
EiweiB-Stickstoff ........4.. =. ~ £2,100 
Ammoniak-Stickstoff ...... =.=. =. £Spur 
NichteiweiB-Stickstoff . . . . . 1,724 
| durch Phosphorw elieanalien fall. 

barer Stickstoff. . . .. . 0,367 
| Stic ‘kstoff in anderer Form . ._ 1,357 
Gesamt-Phosphorséure . . . —~* 2 & 
In Wasser lésliche Piistelientieee _wecs 


Davon 


Mithin in Prozenten des Gesamt-Stickstoffs: 
EiweiB-Stickstoff .......... . 54,93 
Ammoniak-Stickstoff . ...... . . Spur 
NichteiweiB-Stickstoff . . ..- .. . . 45,07 

durch Phosphorwolframsaure fall- 
Davon barer Stickstoff...... 9,60 
Stickstoff in anderer Form . . 35,47 


Isolierung der organischen Basen. 


1 kg lufttrockene zerkleinerte Malzkeime wurde mit heiBem Wasser 
extrahiert und durch ein Tuch koliert; die vereinigten Extrakte wurden 
mit Bleiessig versetzt und nach 12 Stunden Stehen filtriert. Das Filtrat 
wurde durch Schwefelwasserstoff entbleit, mit so viel Schwefelsiure an- 
gesiuert, bis die Fliissigkeit ungefihr 5°/, davon enthielt, und endlich 
mit Phosphorwolframsiure gefillt. Der Phosphorwolframsiéureniederschlag 
wurde nach dem Auswaschen mit 5°/,iger Schwefelsiure in bekannter 
Weise mittels Barythydrat zersetzt. Die dabei erhaltene, vom Ammoniak 
befreite Basenlésung wurde mit Salpetersiure neutralisiert und mit Silber- 
nitrat in maBigem Uberschu8 versetzt, wobei ein brauner Niederschlag 
entstand, der etwa vorhandene Purinbasen enthalten muBte. 


A. Die durch Silbernitrat und Barythydrat fallbaren Basen. 

Zur Mutterlauge vom Sibernitratniederschlag wurden Silbernitrat 
und Barythydrat in miaBigem UberschuB8 zugesetzt. Der dabei ent- 
standene dunkelbraune Niederschlag, der médglicherweise Histidin und 
Arginin enthalten konnte, wurde nach dem Auswaschen mit verdiinntem 
Barytwasser, unter Zusatz von etwas Schwefelsiure durch Schwefel- 
wasserstoff zersetzt. Das Filtrat vom Schwefelsilber wurde, nach dem 
Konzentrieren, mittels Baryts von der Schwefelsaure befreit, durch Kohlen- 
siure der iiberschiissige Baryt entfernt und endlich im Vakuum auf ein 
kleines Volumen eingedunstet. Die so gewonnene alkalische Fliissigkeit 
wurde, nach der Sattigung mit Kohlenséure, mit einer Quecksilberchlorid- 
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lésung versetzt, der entstandene Quecksilberchloridniederschlag durch 
Schwefelwasserstoff zersetzt. Das Filtrat vom Schwefelquecksilber wurde 
im Vakuum eingedampft und im Vakuumexsiccator stehen gelassen, wo- 
bei sich prismatische Krystalle in sehr kleiner Menge ausschieden, die 
mit einer alkalischen Lésung von Diazobenzolsulfosiure die Paulysche 
Reaktion lieferten. 

Um etwaige Spuren von Arginin zu entdecken, wurde das Filtrat 
vom oben erwahnten Quecksilberchloridniederschlag durch Schwefel- 
wasserstoff vom Quecksilber befreit und das vorhandene Chlor durch 
Silbernitrat entfernt. 

Zum Filtrat wurden Silbernitrat und Barythydrat in maBigem Uber- 
schuB zugesetzt, der dabei entstandene Niederschlag durch Schwefel- 
wasserstoff zerlegt, das Filtrat mit Salpeterséure neutralisiert, im Vakuum 
eingeengt und im Vakuumexsiccator stehen gelassen, wobei sich aber nichts 
ausschied. Weiter versuchte ich, Spuren von Arginin nachzuweisen, je- 
doch gelang es mir ebensowenig wie E. Schulze. 


B. Die durch Silbernitrat und Barythydrat nicht faillbaren 
Basen. 

Das Filtrat vom Silbernitrat- und Barythydratniederschlag wurde 
nach dem Entfernen des Silbers durch Salzsiure und des Baryts durch 
Schwefelsiure, mit Schwefelséure stark angeséuert und dann mit Phosphor- 
wolframsiure gefallt. Der Phosphorwolframsiureniederschlag wurde in 
iblicher Weise durch Barythydrat zersetzt. 

Die so erhaltene freie Basenlésung wurde mit Salzsiure neutralisiert, 
langsam eingedampft und im Vakuumexsiccator stehen gelassen, wobei 
sich farblose Krystalle ausschieden, die sich nach vdélligem Austrocknen 
durch Behandeln mit kaltem absolutem Alkohol in folgende zwei Frak- 
tionen trennen lieBen. 


1. Die in absolutem Alkohol lésliche Fraktion. 


Zur alkoholischen Lésung wurde eine alkoholische Lésung von 
Quecksilberchlorid zugesetzt, hierbei schied sich ein schwerer weiBer Nieder- 
schlag aus, der im Schmelzréhrchen erhitzt bei 240°C (unkorr.) sich 
zersetzte. 

Der Quecksilberchloridniederschlag wurde im Wasser verteilt, mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt; die vom Schwefelquecksilber abfiltrierte 
Lésung wurde eingedunstet, der Verdampfungsriickstand im Vakuum- 
exsiccator vollstandig getrocknet und dann mit ganz wasserfreiem 
Alkohol behandelt. Die so erhaltene Lésung wurde wieder eingedunstet, 
der Riickstand in wenig Wasser aufgenommen, unter Zusatz von Platin- 
chloridlésung langsam verdampft und im Vakuumexsiccator stehen ge- 
lassen, wobei sich allmahlich das Platindoppelsalz als orangefarbige Tafeln 
ausschied, die in kaltem Wasser leicht, in Alkohol fast unléslich waren. 
Die Ausbeute betrug ca. 0,4 g. Im Capillarrohre erhitzt, zersetzt es sich 
bei 235 bis 240°C (unkorr.). 
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0,1501 g Substanz ergaben ......... 0,04755 g Pt 
. 2 Berechnet fiir Cholinplatinchlorid: 
Gefunden: [(CsH,,NO.Cl).. PtCl,): 
Platin 31,68, 31,84/, 


Zur weiteren Identifizierung des Cholins wurde ein Teil des Platinates 
mittels Schwefelwasserstoff zersetzt, das Filtrat vom Schwefelplatin nach 
dem Abdampfen in das Pikrat iibergefiihrt. Dasselbe schied sich als 
gelbe gliinzende Platten oder Prismen aus, die im Wasser sehr leicht 
léslich waren und im Schmelzréhrchen sich bei ca. 240°C (unkorr.) zer- 
setzten. 


2. Die in absolutem Alkohol unlésliche Fraktion. 


Den in kaltem absolutem Alkohol unléslichen Teil des Gemenges der 
Chloride behandelte ich mit kochendem 95°/,igem Alkohol und versetzte 
die so erhaltene Lésung mit einer alkoholischen Quecksilberchloridlésung, 
wobei ein weiBes Quecksilberdoppelsalz in reichlicher Menge entstand. 
Das Doppelsalz wurde unter Zusatz von etwas Quecksilberchlorid aus 
Wasser umkrystallisiert, dann mit Schwefelwasserstoff zersetzt. 

Die vom Schwefelquecksilber abfiltrierten Lésungen wurden ein- 
gedampft und im Vakuumexsiccator stehen gelassen, wobei sich tafel- 
férmige Krystalle ausschieden. Die Ausbeute betrug 0.75 g; im Capillar- 
rohre erhitzt, schmolz das Chlorid unter Schiumen bei 232 bis 234°C 
(unkorr.). 

Das Platindoppelsalz: Ein Teil des Chlorides wurde durch Zu- 
gabe von einer Platinchloridlésung in das Platinat iibergefiihrt, das aus 
orangefarbigen Tafeln entstand und im Wasser leicht, im Alkohol schwer 
léslich war. Im Capillarrohre erhitzt, schmolz es unter Zersetzen bei 
251° C (unkorr.). 


0,2368 g Substanz ergaben ......... 0,07240 g Pt 
. , Berechnet fiir Betainplatinchlorid 
Gefunden: [(CsH,,NO,. HCl),. PtCl,]: 


Platin 30,57 9/5 30,25 °/, 

Das Golddoppelsalz: Einen Teil des Chlorides fiihrte ich in 
iiblicher Weise in das Aurat iiber, das beim Umkrystallisieren und lang- 
samen Verdunsten einer wisserigen Lésung orangegelbe Nadeln oder 
Blattchen lieferte, die in kaltem Wasser schwer léslich waren und, im 
Capillarrohre erhitzt, bei 235° C (unkorr.) schmolzen. 


0,4430 g Substanz ergaben. ........ 0,19020 g Au 
. . Berechnet fiir Betaingoldchlorid 
Gefunden: (C;H,,NO,. HCI. AuCl,): 
Gold 42,93°/, 43,10°/, 


Das Pikrat: Zur Darstellung von Pikrat wurde ein anderer Teil 
des Chlorides in wenig Wasser gelést und mit einer konzentrierten 
Natriumpikratlésung versetzt, wobei sich gelbe Prismen ausschieden, die 
in Alkohol kaum, in Wasser leicht lislich waren. Im Capillarrohre er 
hitzt, schmolz es bei 180 bis 182° C (unkorr.). 
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Isolierung von Asparagin und Vernin. 

1 kg lufttrockene Malzkeime wurde mit heiBem Wasser extrahiert, 
das Extrakt mit Bleiessig versetzt und das durch Schwefelwasserstoff 
vom Blei befreite Filtrat mit Mercurinitrat ausgefillt. Dieser Nieder- 
schlag wurde nach dem Auswaschen mit kaltem Wasser mit Schwefel- 
wasserstoft zerlegt. Die vom Schwefelquecksilber getrennte Fliissigkeit 
wurde im Vakuum eingedunstet, mit Ammoniak neutralisiert und im 
Vakuumexsiccator stehen gelassen, um Asparagin und Vernin zu er- 
halten; aber es gelang nicht, diese Kérper zu erhalten, trotzdem ich den 
Versuch wiederholte. 


Zusammenfassung der Resultate. 
Aus 1 kg lufttrockenen Malzkeimen wurden isoliert: 

Histidin. . . vorhanden 
Cholin . . . ca.02g 
Betain . . . ca.0,6¢ 
Arginin . . . nicht vorhanden 
Vernin . . . - % 
Asparagin . . in ad 


II. Die Zuckerarten in Malzkeimen. 
(Befindet sich Saccharose in Malzkeimen?) 

Es ist eine bekannte Tatsache, daB bei Keimung von 
Gerstensamen, unter dem EinfluB der Amylase die Starke zu- 
nichst in Maltose umgewandelt wird, die von dem Aufsauge- 
epithel aufgenommen und weiter in den Zellen des Keimlings 
in Saccharose umgewandelt wird; nicht die Maltose, sondern 
die Saccharose dient dem Keimling als Nahrstoff. Nach Grii8B 
wird die Maltose aus dem Endosperm von der Aleuronschicht 
aufgenommen, hier in Saccharose umgesetzt und dem Embryo 
zugeleitet. Demnach kann man vermuten, da8 in Malzkeimen 
Saccharose vorhanden ist. 

Um diese Vermutung zu priifen, wurden 200 g lufttrockene 
Malzkeime mit kochendem 95°/,igem Alkohol am _ RiickfluB- 
kiihler extrahiert, die Extrakte nach Vertreiben des Alkohols 
im Wasser aufgenommen und mit Bleiessig gereinigt. Das vom 
Blei befreite Filtrat wurde dann zum Sirup eingedampft, der 


zu folgenden Versuchen diente: 
1. Nach Allihns Methode wurde in 100 Teilen Trockensubstanz 
der Malzkeime gefunden: 
Reduzierender Zucker vor der Inversion (als Invertzucker) 3,366 
és a . “e is * - 4,643 
Biochemische Zeitschrift Band 31. 15 
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2. Um die Frage, ob Saccharose in den Malzkeimen vorhanden ist 
oder nicht, genau zu entscheiden, beniitzte ich das polarimetrische Ver- 
fahren von Jolles*). Dieses Verfahren beruht auf dem Prinzip, daB 
mit Ausnahme der Saccharose alle anderen Zuckerarten durch das Er- 
hitzen mit ®/,9-Natronlauge optisch inaktiv werden. 

Ungefahr 3 g des Sirups wurden mit 50 ccm */,)-Natronlauge im 
kochenden Wasserbade am RiickfluBkihler */, Stunden lang erwarmt. 
Nach dem Abkiihlen wurde die Lésung mit Bleiacetat gefallt, das Filtrat 
mit Natriumphosphat entbleit, mit Tierkohle entfarbt und dann polarisiert 
Aber diese Lésung war optisch inaktiv. 

3. Ein Teil des Sirups diente zur direkten Bestimmung des Drehungs- 
vermégens. Es ergab sich, daB eine 16,5°/,ige Loésung desselben 1,4° 
nach links (Lippischer Apparat) drehte. 

Aus diesen Versuchen kann man schlieBen, da8 Saccharose 
nicht vorhanden war, sondern lediglich Maltose und Invertzucker. 

Es ist méglich, da®B die Saccharose, die aus der Maltose 
entstanden war, durch sekundire Vorginge wieder invertiert 
wurde. 

Ferner beschaftigte ich mich mit der Isolierung von Inosit, 
aber alle meine Versuche lieSen keine Spur davon erkennen. 


1) A. Jolles, Zeitschr. f. Nahrungs- u. GenuBmittel 20, 631, 1910. 











Die chemischen Verinderungen in Phosphorlebern. 
Von 


B. Slowtzoff. 
(Aus der medizinischen Klinik Willie in St. Petersburg.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1911.) 


Die Frage nach den chemischen Verainderungen der Leber 
bei akuter Phosphorvergiftung ist gar nicht neu. Wir wissen 
schon seit langer Zeit, daS die Einfiihrung von Antimon, 
Arsen und Phosphor sehr starke fettige Degeneration der Leber 
und anderer Organe hervorruft. Bei der mikroskopischen 
Untersuchung solcher Lebern kann man deutlich nachweisen, 
daB das Protoplasma der Leberzellen von den Fetttrépfchen ver- 
schiedener GréBe infiltriert ist; diese Infiltration kann allmahlich 
auch die Kernsubstanz angreifen, aber in den meisten Fallen 
bleiben die Kerne bis zu dem Tode des Tieres wenig verandert 
und bewahren ihre Farbe. 

Seit Virchow nimmt man an, daB die Fettinfiltration der Leber 
von zwei ganz verschiedenen Prozessen bedingt sein kann. Bei guter 
Ernahrung und nach der Aufsaugung groBer Mengen des Fettes aus dem 
Darmkanal kann man eine Anhiufung des Fettes in der Leber bemerken. 
Die Menge der EiweiSkérper bleibt aber dabei normal. Bei der fettigen 
Degeneration korrespondiert die Anreicherung der Leber an Fett einem 
Zerfall des Protoplasmas und einer Verminderung der EiweiSkérper, so 
daB es méglich war anzunehmen, da8 das Fett gerade aus dem Eiweib- 
kérper entsteht. Eine Reihe von Autoren glaubt aber bewiesen zu 
haben, daB bei der akuten Leberatrophie das Fett nicht in den Leber- 
zellen entsteht, sondern aus anderen Teilen des Kérpers in die Leber 
transportiert ist. In exquisiten Fallen ist dieser Unterschied zwischen 
der fettigen Infiltration und fettigen Degeneration sehr deutlich, wie die 


von Perls (1) angefiihrten Analysen zeigen. 
15* 
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Die Zusammensetzung der menschlichen Leber (nach Perls). 





Normal Infiltriert Degeneriert 
Wasser . veo ee 77,0 61,9 81,6 
Trockensubstanz ... . 23,0 38,1 18,4 
Fe ee ee ‘ 2,7 21,7 9,7 
EiweiBkGrper. ..... 21,3 16,4 8,7 


Eine Reihe von Analysen, die von Hoeslin (2) gemacht wurden, 
hat gezeigt, daB eine fettige Degeneration auch bei verschiedenen lang- 
dauernden Infektionskrankheiten stattfinden kann. Diese Erscheinung 
kann durch Toxine oder durch Erhitzung des Kérpers hervorgerufen sein. 

Man kann auch hier noch die Resultate von Knasters Arbeit 
(nach Lukjanoff (3) anfiihren. Dieser Autor hat eine Reihe von 
Kaninchen mit Phosphorél vergiftet und die Lebern der gestorbenen 
Tiere chemisch untersucht. Er gibt folgende Zahlen. 


Die Zusammensetzung der Kaninchenleber. 





Normal Vergiftet 
ae 71,81 76,63 
Trockensubstanz.... 28,19 23,37 
SR ee aaa eg Sg? 5,07 6,82 
EiweiBkérper .... . 23,12 | 16,55 


Botazzi (3) gibt eine Tabelle von Kriiger wieder, aus der ersicht- 
lich ist, daB bei akuter gelber Leberatrophie der Gehalt der Leber an 
Phosphor, Schwefel und Eisen herabgesetzt ist. 

Ausfiihrliche Analysen von Phosphorlebern sind von Waldvogel (4) 
gemacht. Er hat eine Reihe von Hunden mit verschiedenen Dosen von 
Phosphor vergiftet, und wenn der erste Hund, der die héchste Gabe 
bekam, starb, so tétete er alle Tiere, um aus Vergleichen der Zusammen- 
setzung der Leber eine Vorstellung tiber das Einwirken des Phosphors 
zu bekommen. Aus seinen Schliissen sei hier folgendes angefiihrt. 
Bei der Phosphorvergiftung steigt die Menge des Alkoholextraktes, der 
Fettsiuren und des neutralen Fettes, die Lecithine scheinen aber zu 
zerfallen. Der Verfasser glaubt auch bewiesen zu haben, daB in der 
Leber eine kleine Menge von Protagon zu finden ist. Die Methodik 
der Protagonbestimmung war aber sehr diirftig, und Meinertz konnte 
die Angaben von Waldvogel nicht bestiatigen. 

Bei der Phosphorvergiftung spielen sich in der Leber eine Menge 
von proteolytischen Prozessen ab, was Jacoby (7) auch experimentell 
bewiesen hat. Aus den Bestimmungen des Ammoniaks und der EiweiB- 
kérper in der aseptisch aufbewahrten Leber konnte er feststellen, daB in 
der Phosphorleber die Autolyse viel schneller verlauft. 

Aus der Arbeit von Wakeman (8) iiber den Gehalt der Hexon- 
basen in der mit Phosphor vergifteten Leber sieht man, daB mit dem 
Abbau der EiweiBkérper auch die Menge der Diaminosiuren vermindert 
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wird. Wenn wir noch die Arbeit von Almagia und Ducceschi (9) 
iiber den Gehalt der normalen und degenerierten Leber an lipolytischen 
und oxydierenden Fermenten (kein Unterschied gefunden) anfiihren, so 
ware damit die Literatur tiber die chemische Veriinderung der Phosphor- 
leber, wenn wir die Angaben iiber den Fettgehalt unberiicksichtigt 
lassen, erschdpft. 

Aus dieser kurzen Zusammenstellung der Literaturangaben 
sieht man, da8 unsere Kenntnisse in dieser Frage noch sehr 
diirftig sind, und ich hielt es fiir lohnend, in dieser Hinsicht 
einige neue Versuche zu machen. 

Es wurden dazu 11 Hunde genommen, die gleichmaBig (mit Pferde- 
fleisch und Roggenbrot) ernahrt wurden. 5 davon dienten als Kontrolltiere, 
die iibrigen wurden mit Phosphorél vergiftet (0,5 ccm pro 1 kg) bis zu 
dem Tode, der ungefihr nach 6 bis 10 Tagen eintrat. Die Leber wurde 
mit Ringer-Lockscher Lésung durch die Pfortader sorgfailtig vom Blut 
befreit, dann zwischen FlieSpapier vom Wasser befreit, gewogen, in der 
Hackmaschine in Brei verwandelt und chemisch untersucht. Ein Teil des 
Breies wurde in ganz diinner Schicht auf Glasplatten gestrichen und bei 
37° C getrocknet. Die getrocknete Masse wurde gepulvert, aufbewahrt 
und auf Fermentgehalt untersucht. Die vorlaiufigen Versuche haben uns 
gezeigt, daB bei solcher Bearbeitung der Fermentgehalt fast gar nicht 
verindert wird. 

Wir wollen zuerst die Zahlen tiber das Gewicht der Leber bei 
normalen und vergifteten Hunden zusammenstellen. 





Kontrolltiere 


Nr1/ 2 | 3 | 4 | 5 | — [Mitel 


t 





Gewicht des Hundes 

a are 92 | 87 | 7.4 | 85 | 10,0 | 
Gewicht der Leber ing] 400 | 310 250 | 290 | 430 | | 
Verhalten der Leber .| 0,43 | 0,36 | 0,33 | 0,34 | 0,43 | | 0,36 


Vergiftete Tiere 
Nr.6; 7 | 8 | 9 | 10 | 11 |Mittel 


des Hundes 

3 Seer Fe 12 14178 | ns | 8,0 7,6 | 
Gewicht der Leber ing | 220 | 240 | 244 250 | 225 | 197 | 
Verhalten der Leber .| 0,31 | 0,32 | 0,32 | 0,22 | 0,28 | 0,27 | 0,25 














Gewicht 








Man sieht, daB bei der Phosphorvergiftung der Leber merklich 
eine Atrophie eintritt, so daB das Gesamtgewicht der Leber nur 0,25°/, 
des Kérpergewichtes ausmacht. 

Die Analyse des getrockneten Leberpulvers auf Trockensubstanz, 
Asche, Fett (Atherextrakt) und Rest (EiweiSkérper) hat uns folgende 
Zahlen geliefert. Wir haben einigemal den Glykogengehalt der Leber 
bestimmt, aber er war sehr klein und in einigen Fillen gleich Null, so 
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da8 wir wirklich den Rest der organischen Substanz (nach Abzug der 
Fettmenge) als EiweiBkérper annehmen k6nnen. 


Zusammensetzung der Leber. 








Kontrollitiere 
Nr. 1 2 3 4 5 Mittel 
Trockensubstanz . .| 25,53 24,92| 24,92 24,10 25,10 24,91 
Asche .......]| 0,82; 1,22) 0,66! 0,70, 0,85 0,85 
Organische Substanz . | 24,71 23,70) 24,26 23,40 24,25 24,06 
er ae 4,63 4,82} 4,28 5,59 6,80 5,36 
EiweiBkérper . . . .| 20,08 19,88| 19,88| 17,81 17,55 18,70 





Vergiftete Tiere 


Nr.6| 7 8 9 10 11 | Mittel 
Trockensubstanz . .| 20,52 17,32) 28,35 31,00 28,32, 23,08 | 24,76 
nn. «6 2% =~. 0,72; 0,71 1,67 1,80 0,93) 0,67) 1,08 
Organische Substanz .| 19,80 16,61 26,68 29,20 27,39 22,41 | 23,69 
Fette .. eS ae 9,68 9,04 6,08 14,49 16,20 9,42 10,82 





EiweiBkirper . . . .| 10,12 7,57 20,60 14,71 11,19 12,99 12,86 


Der Wasser- und Aschegehalt der Leber waihrend der Phosphor- 
vergiftung ist normal, die Menge des Restes (resp. EiweiBkérper) wurde 
bedeutend niedriger (von 18,7 bis auf 12,86°/,). Der Fettgehalt war fast 
verdoppelt (10,82 anstatt 5,36°/,). In einigen Fallen, wie zum Beispiel 
Nr. 9 und 10, betrug der Fettgehalt 14,49 und sogar 16,20°/,, also mehr 
als ein Drittel der Trockensubstanz. 

Diese relative Vermehrung des Fettes und die Verminderung der 
EiweiBkérper tritt noch deutlicher hervor, wenn wir die absoluten Werte 
des Fettes und der EiweiSkérper in der Leber von Hunden derselben 
GréBe zusammenstellen. 


Gewicht des Fettes und der EiweiBkérper in der Leber. 











P Gewicht Normaltiere Gewicht | Vergiftete Tiere 
Nr. des Nr. des 
Tieres Fett EiweiB Tieres Fett EiweiB 
3 7,4 12,45 49,70 6 7,2 21,30 22,26 
7 7,4 21,70 18,17 
8 7,6 16,59 30,66 
10 7,6 18,55 15,61 
2 8,7 14,94 60,63 ll 8,0 36,45 25,20 
4 8,5 17,21 51,65 
1 9,2 18,52 80,92 
5 10,0 29,24 75,42 9 11,2 36,22 36,80 

















Um die Verinderungen der EiweiSkérper naiher zu studieren, haben 
wir den gesamten Stickstoff in einige Fraktionen geteilt. Im ganzen 
konnte man leicht folgende 5 Fraktionen erhalten: 1. N der wasserléslichen 
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EiweiBkérper (Albumine und Globuline), 2. N des in Wasser léslichen 
Nucleoproteids, 3. N des in 1°/,,iger Essigsiure léslichen Eiweibes, 
4. N des in 1°/g9igem NaHO léslichen Nucleoproteids und 6. N des 
Restes (Stroma), der mikroskopisch aus Kernen und aus einer kleinen 
Menge Bindegewebe besteht. Da die Resultate ziemlich identisch waren, 
so begniigten wir uns mit 3 normalen und 3 Werten von vergifteten 
Tieren. Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammenegstellt. 





Normaltiere Vergiftete Tiere 





| ——— 
| Nr. 1 2 3 Mittel | Nr. 6 7 8 Mittel 








440 3,15 4,10 3,90 170 2,10 2,05 1,95 
5,68 | 10,36 7,80 7,95 2,80 3,12) 4,10 2,50 
2,84 | 2,70; 2,80; 2,78 2,85 3,15) 3,00 3,00 
56,88 55,85 56,10 56,28 58,10 59,20 | 61,10 59,47 
30,20 27,94 29,10 29,09 34,55 32,43 | 29,75 33,05 








Ore OO DO | 


Im allgemeinen bleibt die Stickstoffverteilung fast normal. Nur die 
Menge des wasserléslichen Nucleoproteids sinkt bedeutend: von 7,95 bis 
2,50°/,. Worauf das beruht, ist nicht ersichtlich; die Tatsache ist aber 
auch spiter mehrmals mit anderen Methoden bestiatigt worden. 

Um eine Vorstellung iiber den Zerfall von phosphorhaltigen Eiweif- 
kérpern zu bekommen, haben wir in dem mit Ather extrahierten Leber- 
pulver, wo die Lecithine und Phosphatide ausgezogen waren, die Ver- 
teilung des Stickstofies studiert und nach Kossels Methode die Menge 
der Xanthinkérper bestimmt. 

Die Resultate dieser Analyse sind in der Tabelle zusammengestellt, 
und man kann deutlich bemerken, daB die degenerierten Lebern reicher 
an P,O,; und Xanthinkérpern sind. Bei dem Zerfall der Zellen ist also 
die Nucleingruppe viel bestindiger und bleibt bis zu dem Tode des 
Tieres wenig angegriffen, N und P.O, sind in Prozenten des getrock- 
neten und entfetteten Pulvers wiedergegeben. 


Die Verteilung des N und P.O, in der Leber. 














Kontrolltiere Vergiftete Tiere 

Nr1, 2 | 3 (Mittel|Nr.7 9 10 11 Mitel 

Gesamt-N . .. . .}|11.26 | 842 | 820 9,19 | 881 (14,45 13,61 14,10 12,74 

NdesWasserextraktes} 2,22 1,08 1,07 1,86 | 281 202 | 217 | 3,37 | 2,50 

N der EiweiSkérper .| 9,04 | 7,34 | 693 7,33 | 6,00 1225 11,44 10,73 10,15 

N der Xanthinkérper | 0,731 0,757 | 0,684 0.724] 1,270 2,000 1,650 1,660 1,640 

Gesamt-P,O; . P 4,31 252 | 3,14 | 3,32 | 3,98 459 590 490 484 
P.O, des Wasser- 

extraktes. . . .}| 1,37 | 129 | 188 1,51 | 1,53 1,08 146 ' 149 1,39 
P.O, der EiweiB- 

ara 2,94 | 1,23 | 1,26 | 180 | 2,45 3,47] 444 > 341 3,45 
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Es bleiben noch die Resultate des Fermentgehaltes in Leberpulvern 
zu erwahnen. Wir haben darin die Menge der Peroxydase (nach der 
Menge des aus Wasserstoffsuperoxyd gebildeten O), der Protease (nach 
Fermi) und Amylase (nach Wohlgemuth) bestimmt. Gewdéhnlich 
wurde 0,1 g des Pulvers genommen, die Resultate sind aber um das 
zehnfache vermehrt, also auf 1 g der Leberpulver berechnet. 


1 g der getrockneten Leber kann: 











Normalleber 
Nr. 1 2 3 4 5 Mittel 
O-Abspaltung inecm.| 454 438 474 | 480 | 520 473 
Gelatine gelést ing .| 1,00 | 2,50 1,66 | 1,00 | 1,00 1,65 
Starke in Achroodextrin 
ibergefiihrt ing. .| 050 037 | 039 | 0.35 | 0,35 0,39 
Vergiftete Leber 
Nr.6| 7 8 9 | 10 | 1 |Mittel 
Q-Abspaltung incem.}| 322 350 360 240 304 320 316 
Gelatine gelést ing .}| 1,00 1,70 100 1,00 180 1,00 1,08 
Starke in Achroodextrin 
iibergefiihrt ing. .| 060 1,00 066 0,66 066 1,00 0,76 


Bei der Phosphorvergiftung scheint also die Menge der Peroxydase 
und der Protease zu sinken, die der Amylase aber zu steigen. Die Tat- 
sachen, daB die Menge des proteolytischen Fermentes sinkt und die auto- 
lytischen Prozesse in der Phosphorleber stirker verlaufen, sind schwer 
miteinander zu vereinbaren. Es bestehen hier zwei Méglichkeiten. Pro- 
teolytische (gelatinelésende) und autolytische Fermente kénnen verschieden 
sein, oder die Reaktion des Leberbreies ist nach der Phosphorvergiftung 
saurer, und dadurch kann der autolytische ProzeB sich schneller ent- 
wickeln, obgleich die absolute Menge des Fermentes doch kleiner ist. Uns 
scheint diese zweite Erklirung der Wahrheit naher zu stehen, da die Re- 
aktion der Phosphorleber merklich saurer ist als die der normalen Leber. 


Wenn wir kurz alles tatsichliche Material zusammenstellen, 
so kénnen wir folgende Schliisse ziehen: 

1. Bei der akuten Phosphorvergiftung wird das Gewicht 
der Leber kleiner. 

2. Bei dieser Leberatrophie steigt die Menge des Fettes; 
die EiweiBkérper zerfallen. 

3. Dieser Zerfall hangt hauptsichlich von dem Abbau von 
nicht phosphorhaltigen Eiwei8kérpern ab. 

4. Aus den Nucleoproteiden wird am starksten das wasser- 
lésliche Nucleoproteid angegriffen. 

5. Die Phosphorleber enthalt weniger Peroxydase und 
Protease und mehr Amylase. 
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Uber die chemischen Verinderungen in der Leber bei 
einigen pathologischen Prozessen. 
Von 
B. J. Slowtzoff und L. W. Ssobolew. 


(Aus der medizinischen Klinik Willie in St. Petersburg.) 


(Eingegangen am 24. Januar 1911.) 


Die Zusammensetzung der Leber ist nur in ganz groben 
Ziigen bekannt. Viel besser sind ihre Funktionen, die sehr 
mannigfaltig in chemischem Sinne sind, erforscht. Das all- 
gemeine Ziel aller dieser chemischen Prozesse ist, soweit wir 
wissen, die Bearbeitung verschiedener Substanzen, die aus dem 
Darme in den Leberkreislauf gelangen. Die Leberzellen, die 
auf dem Wege zwischen den Darmkanal und dem allgemeinen 
Kreislauf stehen, werden viel mehr als andere Zellen des Kérpers 
von diesen Giften angegriffen und altern sehr friih. Unter 
der Wirkung der starken Gifte, wie Phosphor oder Arsen, 
gehen die Leberzellen sehr schnell zugrunde, und das ganze 
Tier stirbt bald unter Erscheinungen von sogenannter gelber 
akuter Leberatrophie; bei den chronischen Vergiftungen sterben 
die Leberzellen nur allmahlich und werden durch Wucherung 
anderer Zellarten, am meisten von Bindegewebselementen, ersetzt. 

Es schien interessant, an Leichenmaterial die Beziehungen 
zwischen den pathologischen, mikroskopisch nachweisbaren Ver- 
ainderungen der Leber und den chemischen Veranderungen fest- 
zustellen. Obgleich diese Beziehungen vom theoretischen Stand- 
punkte aus ganz verstindlich sind, scheint, soweit es uns 
bekannt ist, das tatsichliche Material dazu nur sehr diirftig 
zu sein. Wir haben uns entschlossen, eine gesamte Bearbeitung 
des Leichenmaterials vom mikroskopischen und chemischen 
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Standpunkte aus zu machen. Das Schema der Untersuchung 
war folgendes: 


Die Leber stammte von Leichen, die nach gewdhnlichen Regeln 
im pathologischen Institut seziert waren. Es wurden auch ca. 20 bis 
50 ccm des Blutes aus dem Herzen als Probe genommen. Die Leber 
wurde mit einem scharfen Messer in méglichst feine Lamellen zerteilt 
und mit FlieSpapier vom Uberschu8 des Blutes abgepreBt, dann mit der 
Fleischhackmaschine méglichst zerkleinert. Ein Teil dieses ziemlich 
homogenen Breies wurde auf Trockensubstanz, Stickstoff, Arten der 
Eiweiikérper untersucht, das andere auf Glasplatten in méglichst diinnen 
Schichten aufgestrichen und bei 37° C im Thermostat getrocknet. Nach 
18 Stunden konnte man die Masse leicht von dem Glas abkratzen und 
pulvern. Dieses Pulver wurde in GlasgefaiBen aufbewahrt und fir die 
Bestimmung der Fermente benutzt. 


In solchen Praparaten konnte man alle fermentativen 
Funktionen der Leber feststellen, wie es Wiechowski fiir Uricase 
und wir fiir Protease, Amylase und Peroxydase feststellen 
konnten. 

Aus unseren Versuchen kénnen wir als Beispiel den Ver- 
such Nr. 40 hier anfiihren. 

Nr. 40, Leber Nr. 56. 20 g frische Leber wurden wihrend 24 Stunden 
mit 100 ccm Wasser digeriert. Trockensubstanz ergab sich zu 24,5°/ . 
Wir nahmen 4,9 g getrocknete Leber und digerierten sie mit 115 ccm 
Wasser. Die beiden Infuse wurden abfiltriert und erwiesen sich gleich 
stark. 2 ccm dieses Extraktes fiihrten waihrend 24 Stunden 10 ccm des 
0,5°/,igen Starkekleisters in Achroodextrin itiber und lésten 10 ecm 
5°/,iger Gelatine. : 

Nun kam aber die Frage, inwieweit das Blut, das in dem 
Pulver geblieben war, auf den Fermentgehalt des Organs 
wirkt. Wir haben deswegen einige Versuche mit dem Ferment- 
gehalt des Blutes und mit dem Gehalt des Blutes in den 
Organen ausgefiihrt. Als Beispiel dieser Reihe von Versuchen 
sei folgendes Protokoll hier angefiihrt: 

2,5 g des Leberbreies wurden mehrmals mit Wasser extrahiert. 
Alle Extrakte wurden abfiltriert, zusammengemischt und auf 1 Liter 
aufgefiillt. Die Farbe dieses Extraktes wurde mit dem verdiinnten Blute 
derselben Person im GroBschen Colorimeter verglichen. Man konnte 
feststellen, da8 100 cem dieses Extraktes 0,011 cem des Blutes ent- 
sprechen, so daB wir in den 2,5 g der Leber nur 0,11 g Blut haben. Nun 
wurden 10 cem 5°/, iger Gelatine und 0,5 ccm ®/,9-Salzsiure in eine Reihe 
von Reagensglisern getan und dazu der Leberextrakt und die dem 
Leberextrakt entsprechende wisserige Lésung des Blutes gefiigt (0,11 com 
des Blutes auf 1000 ccm). 
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Die Resultate sind in folgender Tabelle zusammengestellt. 


Auf 10 ccm 5°/jiger Gelatinelésung wirkten waihrend 48 Stunden 





Kubikzentimeter das der Leber ent- 


des Extraktes | 1@berextrakt sprechende Blut 

0,5 — 

0,75 

1,00 

1,25 - 

1,50 +> 

1,75 

2,00 + 

2,25 + -— 

2,50 + + 


Bei unseren Versuchen sieht man deutlich, da8 die gelatine- 
lésende Wirkung des Blutes viel schwiicher ist als die der Leber, 
und wir glauben, da8 die Veranderungen in der gelatine- 
lésenden Kraft der Leberextrakte viel mehr auf die Leber als 
auf das Blut zu beziehen sind. Diese Tatsache entspricht 
den Resultaten des Versuches von Borchert, der zeigen 
konnte, daB die amylolytische Kraft der Leber auch starker 
als die des Blutes ist. 

Die Bestimmung der Fermente in der getrockneten und 
pulverisierten Leber bezog sich hauptsichlich auf die Menge der 
Peroxydase, der Amylase und der Protease. Die proteolytische 
Wirkung wurde nach Fermi aus der Menge der gelésten Gelatine 
ermittelt, die Menge der Amylase aus der Menge des Leber- 
extraktes, der eine bestimmte Menge der Starke in Achroo- 
dextrin iiberfiihren konnte (nach Wohlgemuth). Die kata- 
lytische Wirkung der Leber wurde aus der Menge des ge- 
bildeten Sauerstoffes (aus bestimmten Mengen des Wasserstoff- 
superoxyds) berechnet. 

Was die Bestimmung der Trockensubstanz und der fett- 
artigen itherléslichen Substanzen und der Asche betrifft, so 
wurden sie nach den gewodhnlichen analytischen Methoden be- 
stimmt. Wir hielten es auch fiir erwiinscht, die verschiedenen 
EiweiSstoffe der Leber zu isolieren, und haben dafiir folgende 
Methodik ausgearbeitet : 

Es wurden ungefiahr 4 bis 5 g des Leberbreies abgewogen und mebr- 
mals mit destilliertem Wasser extrahiert; alle Extrakte wurden ab- 
filtriert und zusammengemischt; nach 3 bis 4 Extraktionen mit ca. 200 


bis 250 com konnte man alle in Wasser léslichen Eiwei8kérper extrahieren. 
Der Extrakt wurde bis auf 1000 ccm verdiinnt und dann der N nach 
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Kjeldahl bestimmt. Ein Teil des Extraktes wurde sehr schwach mit 
Essigsiure angesiuert und 24 Stunden stehen gelassen, bis alle Nucleo- 
proteide ausfallen. Im Filtrate wurde wieder der N bestimmt; ein Teil 
des Filtrates wurde gekocht, von allen EiweiSkérpern (Albumine und 
Globuline) befreit und das Filtrat wieder auf den Stickstoffgehalt unter- 
sucht. Der mit Wasser extrahierte Riickstand der Leber wurde mit 
1°/,,iger Essigsiure extrahiert. In den meisten Fallen konnte man da- 
mit eine geringe Anzahl EiweiBkorper extrahieren, deren Menge wieder 
durch Stickstoffbestimmungen (nach Kjeldahl) ausgedriickt werden kann. 
Der Riickstand wurde wieder mit 1°/),igem NaHO mehrmals extrahiert 
und in diesem Extrakt wieder der Stickstoff bestimmt. 

Aus allen diesen N-Bestimmungen kann man den gesamten 
Stickstoff der Leber in einige Fraktionen teilen. 1. Gesamt- 
stickstoff; 2. N der Extraktivstoffe; 3. N der Albumine und 
Globuline; 4. N des in Wasser léslichen Nucleoproteides; 
5. N der in 1°/,,iger Saéure gelésten EiweiBkérper; 6. N des 
in 1°/,,igem NaOH léslichen Nucleoproteids und 7. der Rest, 
den wir vorliufig Stroma nennen werden. Da diese Analysen 
ziemlich lange Zeit dauerten, so schien es uns interessant, die 
Grenzen der Fehler zu bestimmen. Als Beispiel seien die 
Resultate zweier parallel gemachter Bestimmungen angefihrt. 











Bestimmung Bestimmung 

Nr. 1 Nr. : 2 
rer ee 3: ee we 2,670 2,640 
N der Extraktivstofie ....... oh 0,821 0,747 
N der Albumine und Globuline . . . . . . 0,465 0,527 
Wasserlésliche Nucleoproteide. ..... . 0,184 0,176 
In 1°/o9iger Essigséure lésliche Eiwei8kérper 0,082. | 0,085 
In 1°/)9igem NaOH lésliche Nucleoproteide . 1002 | 0.995 
Stroma (berechnet).......... ay 0,106 0,100 


Wir kénnen hier einige Resultate unserer Versuche an 
Lebercirrhosen und luetischen Lebern anfiihren, da das iibrige 
Material noch nicht zahlreich genug ist. Als Vergleich dienten 
uns die Lebern von Personen, die an verschiedenen Krankheiten 
gelitten haben, deren Lebern jedoch nach pathologisch-anato- 
mischen Untersuchungen als normal befunden waren. 

Wir haben 5 Lebern als Kontrolle genommen: Nr. 94 
(Strictura Ocsophagi), Nr. 9 (Phthisis pulmonum), Nr. 131 
(Cancer mammae), Nr. 104 (Pleuritis purulenta); Nr. 1 (Pyaemia). 
Die zu diesen Fillen gehérenden Zahlen sind in folgender 
Tabelle zusammengestellt. 














238 B. J. Slowtzoff und L. W. Ssobolew: 





Nr. 94 Nr. 9 Nr. 131) Nr. 104 | Nr. 1 | Mittel 





Gewicht des Kérpers (kg) | 45,9 58,8 39,3 73,8 40,0 
Gewicht der Leber . . .]| 0,98 1,7 14 1,65 11 1,38 
Verhalten des Gewichtes 

der Leber zu dem Ge- 

wichte des Kérpers. .| 2,13 2.9 3,6 23 2.8 2,74 
Blutgehalt in der Leber 

Mts isvecss cs em i @ 3.5 2.0 28 | 36 


Das mittlere Gewicht der Leber betrug also 1380 g, was 
ziemlich normal ist. Das Gewicht der Leber war im Mittel 
2,74°/, des Kérpergewichtes. Der Gehalt der getrockneten 
Lebern an Fermenten ist in folgender Tabelle zusammengestellt 
und so ausgedriickt (durch Berechnen), daB man daraus die 
Starke der peroxydativen, amylolytischen und autolytischen 
Kraft der Leber pro 1 g Substanz ersieht. 





Extrakt aus 1 g Leber 
Nr.94 Nr. 9 | Nr.131 Nr. 104 | Nr. 1 | Mittel 


bildet O in ccm . 312 316 


he 342 342 240 | 316 
verfliissigt Gelatine in g . 2.0 2.50 3.3 2.50 200 2.46 
lést Starke ing ....]| 02 0,25 0,2 0,35 0,20 0,22 


Daraus ist ersichtlich, daB der Fermentgehalt aller Lebern 
dieser Reihe ziemlich gleichmaBig war. 

Die Zusammensetzung dieser Lebern stellte sich in folgender 
Weise dar: 





Nr.94 Nr.9 Nr. 131 > Nr. 104, Nr. 1 = Mittel 


Trockensubstanz . . . .| 27,67 28,54! 28,10 | 27,59 24,56 27,29 
Ee Bel a ee 0,63 1,00; 0,84 0,85 118 0,90 
Organische Substanz . .| 27,04) 27,54) 27,26 21,74 | 23,38 26,34 
Fette (atherléslich). . .| 9,53 530 > 12,60 | 6,30 5,62 7,34 
EiweiBkérper . .. . .| 17,51) 22,24 | 14,66 | 20,44 | 17,76 19,05 


Die Verteilung des Stickstoffes in den Lebern ist in folgender 
Tabelle zusammengestellt. 





Nr.94| Nr. Nr. 131 | Nr. 104 | Nr. 1 | Mittel 


N der Extraktivstoffe. .| 15.8 8,0 11,8 13,0 92 11,4 
N der Albumine und Glo- 

Dew tl we tl et co SRS OOS 10,0 6,0 10.0 11,8 
N des wasserléslichen 

Nucleoproteids ...| 4,9 2,8 69 |; 69 | 98); 62 


N der in 1°%/,,iger Saure 
léslichen Eiwei8kérper | 15,5 7,4 100 | 118 10,0 10,0 
N der in 1°/ ,igem NaHO 
léslichen EiweiBstoffe .| 31,7 32,1 35,0 | 47,2 | 400 | 35,2 
MG. es oe Be | ae 38,1 { 31,0 | 31,0 | 35,9 
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Die Summe der zwei ersten Fraktionen entspricht ziemlich 
gut dem Blutgehalt der Leber. 





Gesamt-N der Extraktiv- 
stoffe und der Albumine 
und Globuline 


Gehalt des Blutes 
in °/, der Leber 


Nr. 94 29,3 5,0 


Nr. 9 27.6 ~ 48 
Nr. 131 21,8 3.5 
Nr. 104 19,0 2.0 
Nr. 1 19.2 2.8 





Die zweite Gruppe unserer Lebern bezieht sich auf Cirrhosen 
verschiedener Art. Nr. 56, 52, 58, 96 und 120. 





Nr. 56 Nr. 52 Nr.58 Nr.96 Nr. 120 Mittel 
Gewicht des Kérpers (kg) .|64,8 46,0 6 
Gewicht der Leber . . . .]| 1,45 1,28 
Verhalten der Leber zu dem 
K6rpergewicht. . ... 2,24 | 2,52 | 212 2,38 2,33 2,3 
Blutgehalt in°/,..... 4,2 5,4 5,6 , 5.6 4.6 


1] 


3 618 89.6 
2 | 1,47 2,09 1,52 


= bo 


Im Mittel war also das Gewicht der Leber 1522 g und 
betrug 2,3°/, des Gesamtgewichtes des Korpers. 


Die Resultate des Fermentgehaltes sind folgende: 





1 g der Leber 














Nr. 56 | Nr. 52| Nr. 58 | Nr. 96) Nr. 120 | Mittel 
bildet O incom. .... 274 | 274 «380 | 145 | 290 | 275 
verfliissigt Gelatine ing. .}| 2,20 | 2,10 200 250 200 | 217 
lost Starkeing ..... 0,27 | 0,27 | 0,25 | 0,25 0,30 0,27 


Man sieht deutlich, daB die Menge der Peroxydase und 
des gelatinelésenden Fermentes im ganzen niedriger ist, die 
amylolytische Kraft scheint aber in den normalen Grenzen zu 
bleiben. 

Wenn wir nun die Resultate der gew6hnlichen Zusammen- 
setzung unserer Lebern, die in folgender Tabelle zusammen- 
gestellt sind, betrachten, so sehen wir, daB die Menge der 
Trockensubstanz in dieser ganzen Reihe niedrig ist und nur 
in einem Falle, wo man bei der mikroskopischen Untersuchung 
eine Wucherung des Bindegewebes fand, etwas héher als in der 
Norm. Parallel dem erhéhten Wassergehalt der Leber sank der 
Fettgehalt von den mittleren 7,34°/, bis auf 4,43°/,; solche 
Beziehungen zwischen dem Wasser- und Fettgehalt der Organe 
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sind mehreremal in verschiedenen pathologischen Zustinden 
angedeutet. Die Menge der EiweiBkérper scheint normal zu 
bleiben; der Aschegehalt wird etwas gréBer, was in gewissem 
Sinne vielleicht auf den erhéhten Gehalt der Leber an Blut zu 


beziehen ist. 


Die Zusammensetzung der cirrhotischen Lebern. 





Trockensubstanz ..... 25,64 | 21,73 27,12 | 

(US ae 1,39 | 0,90 1,67); 0,84 1,62 1,48 
Organische Substanz . . . | 24,25 | 20,73 25,45 | 20,22) 22,18 23,22 
oo. & oe See 5,99 | 3,61 3,16) 3,63 6,05 4,49 
EiweiBkérper .... . .| 18,26 | 17,12 | 22,49 | 16,59; 16,13 | 18,73 


Die Verteilung der verschiedenen Stickstoffformen kann 
man sich folgendermaBen vorstellen : 





| Nr. 56| Nr. 52| Nr.68|Nr.76 Nr. 120 | Mittel 





2 | 22,0 | 14,1 | 16,4 16,6 | 19,5 
15 | 22,90 24,44 7,82) 17,60 | 18,27 


N der Extraktivstoffe. . . | 18, 
N der Albumine u. Globuline | 29, 
N des wasserléslichen | 
Nucleoproteids. . . .| 7,44 8,70) 7,68 6,45 5,30 | 7,38 
N der in 1°/9iger Saure 
léslichen EiweiBkGrper | 7,50 8,21) 7,25) 7,32) 4,47 | 6,95 
N der in 1°/,,igem NaHO | 
léslichen EiweiBkérper | 38,63 | 55,02 | 46,83 63,59 | 50,27 | 52,67 
I syed a aces 12,47 | 17,15 | 13,82 14,98 13,40 | 18,03 





Bei den Stauungserscheinungen mit dem Wassergehalt der 
Organe steigt die Menge der Extraktivstoffe und der Albumine 
und Globuline bedeutend, was natiirlich mit dem Blutgehalt 
der Leber in engster Beziehung steht. Sehr bedeutend ver- 
minderte sich die Fraktion der Stroma von 36,9°/, bis auf 
15,03°/, des Stickstoffes. 

Diese Verminderung des Stickstoffes der Stroma scheint 
uns in einer Beziehung zu der Verminderung der Kernsubstanz 
zu stehen. 

Wenn wir nun die Haupterscheinungen bei den Stauungs- 
lebercirrhosen zusammenstellen, so kann man sich folgendes 
Bild vorstellen. Die Menge des Wassers steigt, und damit 
wird auch die Menge der Extraktivstoffe und der Asche 
niedriger; der Fettgehalt sinkt. Aus verschiedenen EiweiB- 
kérpern der Leberprotoplasma wird die Kernsubstanz ver- 
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mindert, und ihr Fermentgehalt (hauptsichlich) an Peroxydase 
sinkt unter die normalen Grenzen. 

Aus unserem Material seien noch einige Resultate iiber 
syphilitische Lebern zusammengestellt. 4 mal wurde das Material 
direkt den Leichen entnommen und 3mal erhielten wir das 
Material schon in getrocknetem Zustande (als Antigene fiir 
Wassermanns Reaktion). 

Die allgemeine Zusammensetzung ist in folgender Tabelle 
wiedergegeben : 





| Nr. 8 Nr.13 Nr.23I) a | Bp | y | 6 | Mittel 


Troc 
Asche 1,13| 0,68! 0,62! — | 0,70) — | — | 0,75 
Organische Substanz | 21,81 | 25,33| 25,48 | — 25,10 — — | 24,54 
Fette 2.86| 7,34| 630/480 — | 4,30. — | 5,02 
EiweiBkorper . . .| 18,95, 16,99 | ome} ae | gee tae 


kensubstanz . . | 22,04 | 25,91 26,10 26,10 25,80.24,0 26,2 25,29 


Die Zusammensetzung der luetischen Lebern scheint im 
ganzen ziemlich normal zu sein. Nur der Wassergehalt ist 
etwas groBer. 

Die Untersuchung der Stickstoffverteilung in der Leber- 
substanz in drei Fallen, die in folgender Tabelle zusammen- 
gestellt sind, gibt auch fast normale Werte. 


Die Verteilung des Stickstoffes in der Leber. 





| Nr.s Nr. 13 | Nr.231| Mitte! 


N der Extraktivstoffe 37 | 23 | 26 | 2 
N der Albumine und Globuline. . 5,5 | 15,70 ' 15,70 12,2 
N des in Wasser ldslichen Nucleo- 

proteids 9,2 
N des in 1°%/o9iger Essigsiure lés- 

lichen EiweiBes 124 | 83 13,96 11,5 
N des in 1°/,igem NaHO loslichen } 

EiweiBes 44,1 | 34,3 37,8 38,7 
Stroma 28,2 {| 37,7 29,94 32,3 


4,0 2,61 5,3 





Es bleiben noch einige Zahlen iiber den Fermentgehalt 
der syphilitischen Lebern anzufiihren. 





1 g der Leber 
Nr. 8 | Nr. 13!Nr.23 1! a p Y | Mittel 
bildet O in ccm 78 | 264 | 35,2 38,4 200,0 80,0 | 236 
verfliissigt Gelatine in g. 0 . O }; O06 100 06 O | 0,35 
lést Starke ing .. . .| 0,33 | 0,33 | 0,25 | 0,28! 0,30 0,32) 0,31 
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Beziiglich des Fermentgehalts sind die luetischen Lebern 
sehr interessant. Die Menge der Peroxydase ist im Mittel 
normal, bietet aber sehr groBe individuelle Schwankungen. Die 
Menge der Protease war in drei Fallen gleich Null. Diese Er- 
scheinung steht in einem gewissen Zusammenhang mit der 
Tatsache, die von Dr. Minz’) in unserer Klinik festgestellt wurde, 
daB in dem Blut von Luetikern die Menge des Antitrypsins 
unter die normale Grenze sinkt. 

Wir haben deswegen vergleichende Bestimmungen der proteolytischen 
und amylolytischen Kraft des normalen und luetischen Blutserums ge- 
macht. Im Mittel kann 1 ccm des Blutserums von normalen Menschen 
0,2 g Starke in Achroodextrin iberfiihren und 0,5 g Gelatine lésen. Das 
Blutserum, bei dem die Wassermannsche Reaktion positiv ausfiel, 
konnte nur 0,1 g Starke und 0,25 g verarbeiten. 


Uns scheint, daB wir aus den angefiihrten Versuchen 
folgende Schliisse ziehen kénnen: 

1. Es ist sehr wiinschenswert, die gleichzeitige morpho- 
logische, pathologisch-anatomische und chemische Untersuchung 
bei Organen zu machen. 

2. Die kleine Menge des in der Leber enthaltenen Blutes 
scheint ohne besondere Wirkung auf die Resultate der chemischen 
Untersuchung zu sein, was den Fermentgehalt betrifit, da das 
Zellenprotoplasma viel reicher an Fermenten als das Blut ist. 

3. Bei der Stauungscirrhose geht parallel den mikro- 
skopischen Veranderungen in der Balkenstruktur der Leberzellen 
und der Degeneration der Leberzellen eine Vermehrung des 
Wassergehaltes der Lebergewebe; die Menge des Fettes sinkt 
unter die Norm. Die Leber wird reicher an Extraktivstoffen 
und armer an Nucleinen und Peroxydase. 

4. In der Leber der Luetiker bleibt die Zusammensetzung 
der Leber fast normal. Der Fermentgehalt scheint sich aber 
bedeutend zu vermindern. 


1) Minz, Russki Wratsch 1910, Nr. 5. 














Studien iiber die Wirkungen des Kobragiftes. 
Von 


Ivar Bang und E. Overton. 


(Aus dem medizinisch-chemischen und dem pharmakologischen Institut 
der Universitat Lund.) 


(Eingegangen am 25. Januar 1911.) 


Einleitung. 
Die vorliegende Untersuchung iiber die Wirkungen des 
Kobragiftes, die im Friihjahr 1910 ausgefiihrt wurde, kam 
folgendermafen zustande: 


Der eine von uns (Bang) hatte sich schon friiher vielfach mit den 
hamolytischen Wirkungen des Kobragiftes beschaftigt, wahrend der 
andere im Jahre 1909 gefunden hatte, da8 Kaulquappen ein vorziigliches 
Versuchsobjekt bieten, um die verschiedenen Wirkungen des Kobragiftes, 
namentlich die Wirkungen auf das Zentralnervensystem, zu studieren, 
indem diese Vergiftungserscheinungen, selbst noch in sehr weit vor- 
geschrittenen Stadien der Vergiftung, in demselben Sinne reversibe! 
sind wie die narkotischen Wirkungen von Ather oder Chloroform. 
Wie bei den letztgenannten Verbindungen entsprechen die Vergiftungs- 
symptome ganz bestimmten Konzentrationen des Kobragiftes in den dic 
Kaulquappen umspiilenden Lésungen. 

Kaulquappen kénnen infolgedessen (wie bei zahlreichen Lésungen 
anderer Verbindungen) als quantitative Indicatoren fiir bestimmte 
Konzentrationen des Kobragiftes (resp. jenes Bestandteils desselben, der 
auf das Zentralnervensystem wirkt) in einer Lésung verwendet werden, 
wobei aber natiirlich der Einflu8 verschiedener Faktoren auf den Ver- 
giftungsprozeB zunichst studiert werden muB. 


Wir haben dann gemeinsam einen Arbeitsplan fiir dic 
vorliegende Untersuchung besprochen, einen Plan, der freilich 
infolge der relativ kurzen Zeit, wahrend der Kaulquappen in 
den giinstigsten Entwicklungsstadien zur Verfiigung standen, 


nur teilweise durchgefiihrt werden konnte. 
‘ 16* 
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In der Ausfiihrung der Versuche wurde die Arbeit so ver- 
teilt, daB Overton vorwiegend die in Kapitel I und III be- 
schriebenen Versuche sowie die Versuche iiber den Einflu8 der 
Neutralsalze und der Sera, die im dritten Kapitel behandelt 
werden, ausfiihrte, wahrend Bang die Mehrzahl der Versuche 
im Kapitel IV und die Versuche iiber den Einflu8 der alkalisch 
reagierenden Verbindungen, die im Kapitel III beschrieben sind, 
iibernahm. 


Zu allen Versuchen in dieser Arbeit wurden Kaulquappen von 
Rana fusca (Rana temporaria der Autoren) verwendet. Der Laich 
wurde im Freien gesammelt, sobald die beginnende gleichmaBige Ent- 
wicklung der Eier durch das unbewaffnete Auge konstatiert werden 
konnte. Verfiigt man nicht iiber Apparate, wie sie bei der kiinstlichen 
Fischzucht in Anwendung kommen, so ziichtet man die Kaulquappen 
am besten in groBen, flachen Glasschalen, wobei die Laichklumpen teil- 
weise zu zerschneiden und flach auszubreiten sind. Das Wasser ist, so- 
fern man die Ziichtung nicht in immer flieBendem Wasser vornehmen 
kann, haufig zu erneuern. Ganz zweckmiBig ist der tagliche Zusatz von 
etwas reinem Wasserstoffsuperoxyd, jedoch so, daB die Konzen- 
tration desselben nach der Mischung nicht mehr als 1:5000 betrigt. 

Nachdem die Mehrzah! der Kaulquappen aus den Gallertklumpen 
ausgeschliipft sind und sich an den Randern der Schale angesammelt 
haben, werden sie mittels einer Glasréhre in eine neue Schale mit 
Leitungswasser iibergefiihrt. 

Speziell fiir Versuche mit Kobragift sind Kaulquappen von 14 bis 
18 mm Linge die giinstigsten. Kaulquappen von mehr als 20 mm Linge 
sind kaum brauchbar, da die Sterblichkeit unter ihnen im Laboratorium 
recht gro8 ist und sie eine viel geringere GleichmaBigkeit aufweisen. 

Alle toten Kaulquappen sind so bald als méglich zu entfernen, 
teils weil sie die Entwicklung von Bakterien in den Kulturen beférdern, 
teils weil sie von ihren Geschwistern aufgefressen werden. Da, wenn 
letzteres eintritt, ein Teil der Kaulquappen Gelegenheit hat, Nahrung 
aufzunehmen, andere nicht, so wird die GleichmaBigkeit der Kulturen 
gestért und die Versuchslésungen werden durch Exkremente stark ver- 
unreinigt. 

Das Dottermaterial geniigt vollstindig fiir die Entwicklung, bis 
die Kaulquappen eine Linge von iiber 18 mm erreicht haben, obgleich; 
wenn sie dazu Gelegenheit haben, sie bald nach dem Ausschliipfen zu 
fressen anfangen. 

Eine Stunde oder mehr vor der Anwendung zu Versuchszwecken 
werden einige Kaulquappen in destilliertes Wasser tibergefiihrt und dieses 
Wasser hiiufig erneuert, so da8 es immer rein bleibt. Auch die Mab- 
kulturen sind so rein und bakterienfrei wie méglich zu halten. 

Aus dem destillierten Wasser werden die Kaulquappen in die Ver- 
suchslésungen iibergefiihrt, die ebenfalls mit destilliertem Wasser bereitet 
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werden miissen. Alle Uberfiihrungen von Kaulquappen aus einem GefaB 
in ein anderes haben mit Glasréhren zu geschehen, deren unterer Rand 
glattgeschmolzen ist. Die Kaulquappen werden so wenig wie méglich 
direkt beriihrt, um eine Verletzung der Hautepithelien zu vermeiden, 
die namentlich bei jungen Kaulquappen gegen mechanische Insulte sehr 
empfindlich sind. 

Von gréBter Bedeutung ist, nur solches Wasser zu verwenden, das 
(bei der letzten Destillation) nur mit GlasgefaBen in Beriihrung gekommen 
ist. Man redestilliert am besten das gewohnliche destillierte Wasser in 
Jenakolben, wobei das Destillat auch in Jenakolben aufgefangen wird 
und die Kiihlung der Dampfe durch einen Glaskiihler erfolgt. 

Das gewohnliche destillierte Wasser ohne Redestillation in Glas- 
gefaBen ist bei allen etwas linger dauernden Versuchen mit Kaulquappen, 
kleinen Fischen oder diinnen Muskeln (Frosch-Sartorii) zur Bereitung der 
Versuchslésungen oder zum Aufbewahren der Kaulquappen oder Fische 
vor dem Beginn der Versuche véllig unbrauchbar, da es meist schon 
nach kurzer Zeit (haufig schon innerhalb 1 bis 2 Stunden oder noch 
kiirzerer Zeit) junge Kaulquappen infolge eines geringen Gehalts an 
Kupfer oder anderen Schwermetallen tétet. Dies muB immer wieder 
betont werden, da man noch heute in der wissenschaftlichen Literatur 
iiber Muskelversuche u. dgl. nicht selten am Schlusse der Arbeit die An- 
gabe findet, daB die Lésungen mit gewéhnlichem destilliertem Wasser 
bereitet wurden, da ein Vorversuch gezeigt hatte, daB dies nicht schidlich 
wirkte. Dazu ist zu bemerken, da8 der Umstand, daB gewéhnliches 
destilliertes Wasser gelegentlich nicht oder nur wenig schidlich wirkt, 
absolut keine Garantie bietet, daB Wasser, in denselben Apparaten 
destilliert, auch cin anderes Mal unschidlich sein wird. Es ist leicht 
einzusehen, daB dies auf einer Menge nicht naher kontrollierbarer Um- 
sténde beruhen wird, wie z. B. darauf, ob zufallig ein Teil des Wassers 
langere Zeit mit dem Kiihler oder der Vorlage in Beriihrung gewesen ist 
oder nicht usw. Tatsache ist, dafS Wasser, das in den gewdhnlichen 
metallenen Destillationsapparaten destilliert worden ist, in den meisten 
Fallen schadlich wirkt, was die Resultate von Versuchen, bei denen 
derartiges Wasser zur Bereitung der Lésungen verwendet worden ist, 
durchaus unzuverlassig macht. Dies gilt aber natiirlich nur dann, wenn 
die Versuchsobjekte, wie bei allen unseren Versuchen, mit relativ groBen 
Mengen der Lésungen in Wechselwirkung kommen, wihrend bei In- 
jektionen von wenigen Kubikzentimetern Lésung in ein Tier, das iiber 
100 g wiegt, es im wesentlichen gleichgiiltig sein wird, ob man gewéhn- 
liches oder in Glasapparaten destilliertes Wasser zur Bereitung der Li- 
sungen verwendet. 

Bei genaueren Versuchen kann man nicht Leitungswasser zur Be- 
reitung der Lésungen benutzen, da, wie wir spiter sehen werden, schon 
auBerst geringe Mengen Kalksalze in der Lésung die Versuchsresultate 
beeinflussen. 

In Wasser, das in GlasgefaGBen destilliert worden ist, leben Kaul- 
quappen wochenlang, chne Stérungen aufzuweisen. 
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Vor der Uberfiihrung der Kaulquappen in die Versuchslésungen 
miissen diese durch Schiitteln mit Luft oder reinem Sauerstoff gesittigt 
werden. Die giinstigsten Versuchstemperaturen sind 10 bis 18°C. Tempe- 
raturen iiber 20° sind viel weniger giinstig, namentlich bei solchen Ver- 
suchen, wo eine vollstindige Lahmung des Zentralnervensystems eintritt. 
Bei diesen héheren Temperaturen werden niimlich Kaulquappen, wenn 
ihre Respirationsbewegungen aufgehért haben, nicht mehr geniigend mit 
Sauerstoff versehen. Es ware ganz zweckmiaBig, bei solchen héheren 
Temperaturen eine Sattigung der Lésungen mit Sauerstoff statt mit Luft 
vorzunehmen. Einer der Hauptvorteile der Kaulquappen als Versuchs- 
objekte liegt eben in dem Umstande, daB sie bei nicht zu hoher Tempe- 
ratur und bei reichlichem Gehalte der Lésungen an geléster Luft resp. an 
geléstem Sauerstoff selbst bei aufgehobenen Respirationsbewegungen 
tagelang leben kénnen, indem die Hautepithelien, die z. T. aus flimmern- 
den Zellen aufgebaut sind, eine zur Unterhaltung des Lebens geniigende 
Menge Sauerstoff aufzunehmen vermégen. 

Bei der mikroskopischen Untersuchung geniigt es meist, die Kaul- 
quappen in einer Petrischale mit wenig Lésung bei einer 100fachen Ver- 
gréBerung zu besichtigen. Will man starkere VergréBerungen anwenden, 
so untersucht man im hangenden Tropfen. Bei ganz jungen Kaulquappen 
von R. fusca kann man meist nur die Zirkulationsverhiltnisse im 
Schwanze, den Lippen usw. leicht wahrnehmen, bei etwas ilteren, wo 
das Pigment weniger gleichmaBig verteilt ist, kann man das Herz sehr 
gut direkt beobachten. 

Zur Bereitung der iibrigen Kobragiftlésungen wurde stets eine 
1°/,,ige Stammlésung benutzt. Diese wurde alle 8 Tage frisch bereitet 
und im Eisschrank aufbewahrt. Innerhalb 8 Tagen nimmt die Wirksam- 
keit einer solchen Lésung um weniger als 10°/, ab. 

Das zu den Versuchen verwendete Kobragift verdanken wir der 
groBen Giite und Liberalitat des Direktors des Seruminstituts in Kopen- 
hagen, Herrn Dr. Madsen, und wir mochten ihm dafiir auch an dieser 
Stelle unseren verbindlichsten Dank aussprechen. 

SchlieBlich ist zu bemerken, daB wir iiber die wichtigsten Resultate 
dieser Untersuchung am 31. Mai 1910 einen Vortrag in Lunds Lakare- 
sillskap hielten, bei welcher Gelegenheit einige der Hauptversuche de- 
monstriert wurden (z. B. die normale Fortdauer der Zirkulation bei Kaul- 
quappen, die in Kobragiftlésungen von 1:600000 und 1:800000 seit 
24 Stunden verweilt hatten und deren Zentralnervensystem inklusive 
des Respirationszentrums vdllig gelahmt war; die Aufhebung der Gift- 
wirkungen relativ starker Kobragiftlésungen durch Anwesenheit von 
0,2°/,igem CaCl, in den Lésungen; die Aufhebung der Vergiftung durch 
Antivenin; die starke Speicherung des ,Neurotoxins* durch rote 
Blutkérperchen usw.). Ein Autoreferat iiber diesen Vortrag erschien in 
der schwedischen Zeitschrift ,,H ygiea“. 
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Kapitel 1. 


Uber das Verhalten von jungen Kaulquappen nach der Uber- 
fihrung in mit destilliertem Wasser bereiteten Kobragift- 
lésungen von ungleicher Konzentration. 


Unter Kobragift ist in den folgenden Versuchen wie 
iiberall in dieser Abhandlung das gesamte getrocknete Sekret 
der Giftdriisen zu verstehen, und ebenso z. B. unter einer 
1°/,,igen Kobragiftlésung eine Lésung zu verstehen, die bereitet 
wird durch Auflésung von 1 Teil des getrockneten Sekrets in 
999 Teilen Wasser. Da das Sekret der Giftdriisen einen hohen 
Prozentsatz indifferenter Verbindungen (hauptsachlich Protein- 
substanzen) enthalt, so wird die wirkliche Konzentration der 
wirksamen Verbindung oder der wirksamen Verbindungen eine 
noch viel geringere sein als die in den einzelnen Versuchen 
angegebene Gesamtkonzentration an dem getrockneten Sekret, 
was sehr zu beachten ist. Solange zuverlassige Angaben iiber 
den Gehalt des Sekrets an wirksamer Substanz fehlen, hat man 
keine andere Methode, die Starke der verwendeten Lésungen 
anzugeben. Die verschiedenen Proben des von uns benutzten 
Kobragiftpraparats zeigten sich durchaus gleichmaBig stark 
wirksam. 

Wenn man 12 bis 15 mm lange Kaulquappen von Rana 
fusca aus destilliertem Wasser in 0,2 bis 1°/,,ige Lésungen 
von Kobragift iiberfiihrt, so sterben sie schon nach wenigen 
Minuten, und kurze Zeit darauf zerfallen die Hautepithelien. 
Versuche mit solchen stérkeren Lésungen sollen an anderer Stelle 
mitgeteilt werden, und deren nahere Beschreibung kann hier unter- 
bleiben; dagegen wird es von Vorteil sein, einige Versuche 
etwas ausfiihrlicher wiederzugeben, die mit Lésungen von 
1 : 25000 bis 1 : 100000 Kobragift angestellt wurden, weil die- 
selben fiir die Beurteilung der Geschwindigkeit des Uberganges 
der eigentlichen giftigen Bestandteile des Kobragiftes von gréBerer 
Bedeutung sind, obgleich selbst Lésungen von diesen geringen 
Gehalten ziemlich rasch tédlich auf die Kaulquappen wirken 
und auch die Hautepithelien allmahlich direkt angreifen. 
Wie sich spater ergeben wird, zeigen sich die resorptiven 
Wirkungen des Kobragiftes in ihrer vollen Reinheit erst bei 
noch bedeutend geringeren Konzentrationen als 1 : 100000. 
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Versuch mit 1:25000 Kobragift. 

Um 654 p. m. des 4, VI. 1910 wurden zwei 17 bis 18 mm lange 
Kaulquappen von Rana fusca in 10 cem einer Lésung von 1 : 25000 
Kobragift (in destilliertem Wasser) tibergefiihrt. Temp. 201/,° C. 

Um 6¢*! p. m., also schon nach 7 Minuten, beide Kaulquappen 
fast bewegungslos. 

Um 64% p.m. (14 Minuten nach Beginn des Versuchs) die eine 
Kaulquappe vdllig unerregbar, die andere nur noch eben merklich er- 
regbar. 

Zwischen 7 und 7° p.m. mikroskopisch untersucht, zeigte sich 
die Zirkulation bei beiden Kaulquappen noch vorhanden, aber ziemlich 
Jangsam. Keine Respirationsbewegungen der Kiemen, aber die Zirku- 
lation in den GefiBen der Kiemenblitter noch gut erhalten, Herz- 
bewegungen direkt sichtbar. 

Um 7%° p. m., also schon nach weniger als 1 Stunde vom Beginn 
des Versuchs, beide Kaulquappen tot; Hautepithelien im Zerfall 
begriffen. 


Versuch mit Kaulquappen in 1:50000 Kobragift. 

Um 635 p.m. d. 4. VI. 2 Kaulquappen in 20 ccm 1 : 50000 Kobra- 
gift, in dest. Wasser gelést, iibergefiihrt. Kaulquappen 18 mm lang, 
Temp. 201/,° C, 

Um 64° p. m. Bewegungen bereits beeintrichtigt. 

Um 65! p. m. beide Kaulquappen schon sebr stark gelahmt, aber 
doch noch etwas erregbar, 

Um 65 p. m. beide vdéllig gelahmt und unerregbar. 

Um 7° p. m. tot. 


Versuch mit Kaulquappen in Lésungen von 1:100000, 
1:200000 und 1:300000 Kobragift. 

Um 7 p. m. des 23. IV. 1910 wurden je 3 Kaulquappen von 
ca. 15 mm Lange in a) 1:100000, b) 1:200000 und ¢) 1:300000 
Kobragift, in dest. Wasser gelist, iibergefiihrt. Jedesmal wurden 40 ccm 
Lésung verwendet. Temp. 14° C. 

Um 815 p. m. des 23. IV. waren die Kaulquappen in Lésung a) 
alle schon gelihmt, die in Lésung b) ziemlich triage. 

Um 9% p,m. des 23. IV. alle Kaulquappen in Liésung a) villig 
unbeweglich, mit mehr oder weniger beschidigten Hautepithelien. 

Um 945 p. m. des 23. IV. (also nach 2*/, Stunden) kann eine Kaul- 
quappe in der Lésung b (1: 200000) sich noch etwas bewegen, die Be- 
wegungen sind aber sehr triage; die zwei anderen Kaulquappen in b) 
sind unbeweglich, aber mit gut erhaltener Zirkulation. 

Um 9° p, m. des 23. IV. Kaulquappen in c) (1: 300000) noch etwas 
beweglich, aber recht triage. 

Am niachsten Morgen (24. IV.) alle Kaulquappen in a), b) und c) 
tot, die in a) und b) mit teilweise abgestoBenen Hautepithelien. In c) 
sind die Hautepithclien weniger beschadigt als in a) und b). 
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Besonders interessant ist der folgende Versuch, der daher ausfiihrlich 
mitgeteilt werden soll. 


Versuch mit Kaulquappen in einer Lésung von 1: 400000 
Kobragift in destilliertem Wasser. 

Um 7° p. m. des 23, IV. wurden drei 15 mm lange Kaulquappen 
von Rana fusca in 40 ccm einer Kobragiftlésung von 1: 400000 iiber- 
gefiihrt. Temp. 14° C. 

Um 955 p, m. des 23. IV. (also nach fast 3 Stunden) alle 3 Kaul- 
quappen etwas beweglich, Bewegungen aber sehr trige, Kaulquappen 
sonst gut aussehend. 

Am nichsten Morgen um 10° a, m. (also nach 15 Stunden, vorher 
nicht untersucht) alle 3 Kaulquappen véllig unerregbar, aber recht gut 
aussehend, Zirkulation vorziiglich, keine Atmungsbewegungen. 

Um 7° p.m. d. 24. IV., also 24 Stunden nach Beginn des Ver- 
suchs, Zirkulation bei allen 3 Kaulquappen immer noch vorziiglich, aber 
Kaulquappen vollig unerregbar. 

Darauf (7° p.m.) wurden 2 dieser Kaulquappen (a) in reines 
Wasser iibergefiihrt. Die dritte Kaulquappe (b) wurde in der Lésung 
zuriickgelassen. 

Noch um 2% p. m. des 27. IV., also 671/, Stunden nach Uberfiihrung 
in reines Wasser, waren die beiden Kaulquappen (a) vollig unbeweglich 
und ohne Atmungsbewegungen, aber mit sehr gut erhaltener Zirkulation. 

Um 1158 p. m. des 27. LV. diese 2 Kaulquappen etwas erregbar; sie 
bewegen sich schwach, wenn angeriihrt. 

Am Morgen des 28. IV. beide Kaulquappen bedeutend besser be- 
weglich als bei der letzten Beobachtung, aber selbst noch um 7% p. m. 
d, 28. IV. etwas triger als normal, jedoch im itibrigen gesund, 

Am Morgen des 29, IV. beide véllig normal, spontan be- 
weglich, 

Die in der Lésung zuriickgelassene Kaulquappe (b) war um 7®° p. m. 
d. 28. IV. immer noch véllig unerregbar und ohne Atmungs- 
bewegungen, aber mit sehr gut erhaltener Zirkulation. Sie 
starb erst nach 1 Woche nach Beginn des Versuchs. 

Eine nahere Diskussion dieses Versuchs soll erst weiter unten im 
Zusammenhang mit den anderen Versuchen vorgenommen werden. 


Versuch mit Kaulquappen in Lésungen von 1:600000, 
1:800000 und 1:1000000 Kobragift. 

Um 81° p. m. des 23. IV. wurden je 3 Kaulquappen von 15 mm 
Lange in a) 1:600000, b) 1:800000 und c) 1: 1000000 Kobragift 
iibergefiihrt. Jede Lésung betrug 40 com. Temp. 14° C. 

Um 101° p, m. des 23. 1V. (also nach 2 Stunden) alle Kaulquappen 
in a), b) und c) noch ziemlich gut beweglich. 

Um 11 a. m. des 24, IV. (also nach 15 Stunden) alle Kaulquappen 
in Lésung a) véllig unerregbar, aber sehr gut erhalten und mit leb- 
hafter Zirkulation. 
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Um 1115 a. m. des 24. IV. 1 Kaulquappe in Lésung b) (1: 800000) 
etwas beweglich, die 2 anderen voéllig unbeweglich, aber gut aussehend. 
Etwas spaiter auch die 3. Kaulquappe véllig gelihmt. 

Um 112° a. m. des 24. IV. Kaulquappen inc) noch beweglich, aber 
recht triage. Selbst um 105? p. m. d. 24. IV. (also nach 26'/, Stunden) 
Kaulquappen in c) noch gelegentlich mit auBerst trigen, kriechenden 
Bewegungen, die aber am folgenden Morgen vdllig aufhéren. 

Um 9° p, m. des 24. IV., also 25 Stunden nach Beginn des Ver- 
suchs und wenigstens 9 Stunden nach Eintreten vollstaindiger Unerreg- 
barkeit, wurden 2 Kaulquappen aus der Lisung b) (1: 800000) in reines 
Wasser iibergefiihrt. Diese blieben vdllig unerregbar bis zum Abend 
des 26. IV., also noch ca. 48 Stunden, worauf die Erregbarkeit sehr 
langsam zuriickkehrte. Am Morgen des 27. IV. waren sie immer noch 
recht triage und selbst am Abend dieses Tages noch nicht vdllig erholt. 
Am Morgen des 28. IV. dagegen bewegten sie sich wieder 
véllig normal. 

Von den Kaulquappen, die in den 3 Lésungen a), b), c) zuriick- 
gelassen wurden, zeigten die in c) (1: 1000000) schon am 27. IV. wieder 
einen geringen Grad Erregbarkeit, ebenso am Abend des 28. IV. die in 
der Lésung b) zuriickgelassene Kaulquappe und schlieBlich auch die in 
Liésung a) (1: 600000) gelassenen Kaulquappen. 

Die im letzten Versuche beschriebene Erscheinung, da‘ 
Kaulquappen in Lésungen, die nicht viel starker sind als ge- 
rade zur vollstaindigen Lahmung hinreichen, schlieBlich wieder 
erregbar werden kénnen, selbst wenn sie in den Lésungen 
dauernd verweilen, wenn auch sehr viel langsamer als 
nach der Ubertragung in Wasser, kénnte die Vermutung er- 
wecken, da8 die Kaulquappen sich allmahlich an die Kobragift- 
lésungen in dem Sinne gewdhnen, daB nach langerer Zeit der 
Einwirkung eine hédhere Konzentration des Kobragiftes zur 
Lahmung erforderlich ist als im Anfang der Wirkung. Diese 
Deutung ist aber nicht die richtige, da bei der Einfiihrung 
neuer Kaulquappen z. B. in eine Lésung von 1:800000, in 
der die zuerst eingesetzten Kaulquappen wieder etwas erregbar 
geworden sind, auch die frisch eingefiihrten Kaulquappen nie 
vollstandig gelahmt werden, sondern sogar stets etwas schwachere 
Lahmungserscheinungen aufweisen, als die zuerst eingesetzten 
im gleichen Zeitpunkte zeigen. Wenn man ferner Kaulquappen, 
die z. B. in einer Lésung von 1: 800000 oder 1:1000000 vdllig 
gelahmt worden sind, aber nach einigen Tagen wieder erregbar 
geworden, in frisch bereitete Lésungen von denselben Kon- 
zentrationen iiberfiihrt, so tritt wieder vollstandige Lahmung 














Wirkungen des Kobragiftes. 251 


ein. Die ganze Erscheinung beruht also darauf, da 
die wirksamen Bestandteile des Kobragiftes in sehr 
verdiinnten Lésungen, wahrscheinlich meist unter Mit- 
wirkung von Bakterien, allmahlich, wenn auch recht 
langsam, zersetzt werden. 


Versuch mit sehr jungen Kaulquappen in 1:500000 
Kobragift. 

Um 345 p. m. d. 9. IV. 1910 5 Kaulquappen von R. fusca, die 
erst eine Lange von 12 bis 13 mm hatten (gleich nach Verlust der 
auBeren Kiemen), in 25 ccm Kobragiftlésung von 1:500000 gesetzt. 
Temp. der Lésung 13 bis 14°C. 

Um 5° p. m. (also nach 11/, Stunden) schon recht triage. 

Um 65° p. m., d. h. 3 Stunden und 5 Minuten nach dem Beginn 
des Versuchs, 4 Kaulquappen bereits vdéllig gelahmt, die 5. noch etwas 
beweglich. 

Um 7° p.m. und spiater Zirkulation bei den vdllig gelihmten 
Kaulquappen noch vorziiglich, und auch die Flimmerbewegung der Haut- 
epithelzellen gut erhalten. 

Um 8° p. m. war auch die 5. Kaulquappe vollig gelahmt. 

Am niachsten Morgen alle Kaulquappen noch mit vorziiglicher 
Zirkulation. 

Dieser Versuch wurde nicht weiter protokolliert. In 2 gleichzeitig 
mit dem eben beschriebenen angestellten Versuchen mit Kaulquappen 
in 1:1000000 (25ccm) und in 1:1500000 (38 com) Kobragift trat 
selbst nach vielen Tagen keine Lahmung ein; in der ersten Lésung 
zeigten sich die Kaulquappen nur etwas triage. 

Bei Anwendung von nur 40 ccm Lésung und 4 Kaul- 
quappen ist eine Lésung von 1:1000000 die schwiachste, 
die vollstandige Lahmung herbeifiihrt. Wenn man aber 
200 bis 500 ccm Lésung und nur 4 bis 6 Kaulquappen zu 
den Versuchen verwendet, so erhalt man nach 20 bis 30 Stunden 
bei 15 bis 18 mm langen Kaulquappen und einer Temperatur 
von 16 bis 20° C eine vollstandige oder fast vollstandige Lah- 
mung noch bei einer Konzentration von 1:1500000, die aber 
nach 30 bis 40 weiteren Stunden unvollstandig wird und in 
der Folge immer mehr, wenn auch langsam, abnimmt, was, 
wie schon oben hervorgehoben wurde, auf einer langsamen 
Zersetzung der wirksamen Bestandteile in der Lésung beruht, 
wodurch die Konzentration in der AuBenlésung unter den 
kritischen Wert sinkt, wobei mit kritischer Konzentration 
die geringste Konzentration, die gerade ausreicht, vollstandige 
Lahmung herbeizufiihren, bezeichnet werden soll. Da in der 
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Zeit zwischen Beginn des Versuchs und dem Entstehen der 
Lahmung ebenfalls eine merkliche Konzentrationsénderung des 
wirksamen Bestandteils') der Lésung stattfinden wird, so wiirde 
die wirkliche kritische Konzentration des Kobragiftes etwas 
niedriger als 1: 1500000 liegen, und bei der Annahme, da8 der 
wirksame Bestandteil nur 5°/, des Kobragiftes (des gesamten 
getrockneten Sekrets) ausmacht, wiirde die kritische Konzen- 
tration dieses Bestandteils etwas weniger als 1:30000000 be- 
tragen. 

Im vorhergehenden sind die Protokolle von nur einem 
kleinen Bruchteil der ausgefiihrten Versuche mitgeteilt; alle 
iibrigen Versuche stimmten in ihren wesentlichen Ergebnissen 
mit den geschilderten iiberein, nur ist zu bemerken, daB dic 
Kaulquappen in vollig gelahmtem Zustande weit linger leben 
kénnen und sich regelmaBiger erholen bei Temperaturen unter 
16°C als z. B. bei Temperaturen iiber 20°C. Bei Tempe- 
raturen von 22 bis 24°C sterben sie haufig noch in Lésungen 
von 1:600000 und selbst noch in 1: 800000 schon 8 bis 10 
Stunden nach Eintreten der Lihmung oder selbst noch friher. 
Die kritische Konzentration bleibt annahernd gleich fiir Kaul- 
quappen zwischen 12 und 20 mm Lange, doch sind im all- 
gemeinen Kaulquappen zwischen 15 und 18 mm die geeignetsten 
fiir Versuchszwecke. Sehr junge Kaulquappen scheinen fiir 
die lokalen Wirkungen der starkeren Kobragiftlésungen auf die 
Hautepithelien etwas empfindlicher zu sein als etwas Altere 
(solche von 15mm und dariiber). Die ungiinstige Wirkung 
héherer Temperaturen bei den Versuchen beruht wahrscheinlich 
wenigstens zum Teil darauf, da8 bei dem gesteigerten Sauerstoff- 
bediirfnis und der geringeren Konzentration des in der Lésung 
befindlichen freien Sauerstoffs (Abnahme des Absorptionskoeffi- 
zienten bei héherer Temperatur) die Kaulquappen bei auf- 
gehobenen Atmungsbewegungen nicht mehr geniigend mit Sauer- 
stoff versehen werden. Dabei ist zu bemerken, daB die Lésungen 
vor Beginn der Versuche nur mit Luft, nicht mit reinem Sauer- 
stoff gesittigt wurden. 


1) Spater mitzuteilende Versuche machen es wahrscheinlich, daB 
alle wichtigeren toxischen Wirkungen des Kobragiftes von einer ein- 
zigen Verbindung in demselben ausgehen. 
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Ehe wir zur Diskussion der aus den obigen Versuchen zu 
ziehenden Schliisse schreiten, ist noch auf ein éuBerst wichtiges 
Verhaltnis aufmerksam zu machen. Es wird wohl aufgefallen 
sein, daB trotz des sehr geringen Gewichtes der bei den Ver- 
suchen verwendeten Kaulquappen (Kaulquappen von 12 bis 
18mm Lange wiegen in frischem Zustande nur ca. 12 bis 20 mg) 
relativ groBe Mengen Lésung (40 ccm oder dariiber) in An- 
wendung kamen. Dies ist durchaus notwendig, wenn die Kon- 
zentration der Lésung wahrend des Versuchs sich nicht wesentlich 
andern soll. Es zeigte sich namlich, da® eine sehr starke 
,»Speicherung’ des wirksamen Bestandteils des Kobragifte: 
von seiten der Kaulquappen erfolgt, d. h. daS im Zustande des 
Gleichgewichts zwischen dem Gehalt der auBeren Lésung und 
den Gehalten der verschiedenen Phasen, aus denen die Kaul- 
quappen aufgebaut sind, an dem wirksamen Bestandteil des 
Giftes die mittlere Konzentration dieses Bestandteils (in ge- 
léster und chemisch gebundener Form) im Kaulquappen 
kérper weit gréBer ist als in der die Kaulquappen umgebenden 
Lésung. Das Verhaltnis der Konzentration der toxischen Ver- 
bindung in der AuBSenlésung zur mittleren Konzentration im 
Kaulquappenkorper ist zweifellos bei ungleich weit entwickelten 
Kaulquappen ein mehr oder weniger verschiedenes, da die 
GréBenzunahme der Kaulquappen, wenn man letztere wie in 
unseren Versuchen niichtern aufzieht, unter Aufzehrung und 
Assimilation des Dottermaterials gréBtenteils auf Wasseraufnahme 
beruht. Selbstverstaéndlich wird im Zustande des Gleichgewichts 
im allgemeinen die Konzentration der toxischen Verbindung 
(in freier und chemisch gebundener Form) ebenso viele Un- 
gleichheiten aufweisen, wie es Phasen von ungleicher Zusammen- 
setzung im Aufbau der Kaulquappen gibt; deren mittlere Kon- 
zentration also z. B. nicht nur ungleich fiir das Blut, fiir die 
verschiedenen Kategorien Neurone und fiir eine quergestreifte 
Muskelfaser ausfallen, sondern auch ungleich sein in den ein- 
zelnen Phasen verschiedener Zusammensetzung, aus denen das 
Blut, die Muskelfasern und die verschiedenen Klassen der 
Neurone aufgebaut sind. 

Da8 eine starke Speicherung der toxischen Verbindung in 
den Kaulquappen im angedeuteten Sinne wirklich erfolgt, lat 
sich auBerst einfach auf dem folgenden Wege nachweisen: 
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Man stelle 20 com Kobragiftlésung mit einer Konzentration 
von 1: 150000 her, teile diese Lésung in 2 gleiche Portionen 
von je 10 ccm. Diese 2 Portionen seien bezeichnet als A und B. 
Man nehme nun ca. 60 kleine, lebende Kaulquappen, die zu- 
sammen ca. 1 g wiegen, in 9g Wasser, so daB Kaulquappen 
und Wasser vereint 10 g wiegen. Man mische dieses Wasser 
nebst den darin enthaltenen Kaulquappen mit der Lésung A. 
Nach der Mischung mag diese neue Lésung A’ heiBen. Die 
Kobragiftkonzentration in A’ ist dann im Anfang 1:300000. 

Die Lésung B verdiinne man mit 30 com Wasser, und sie sei 
nach dieser Verdiinnung B’ genannt. Die Kobragiftkonzentration 
in B’ ist dann 1:600000. Man iberfiihre nunmehr 2 oder 
3Kaulquappen aus destilliertem Wasser in diese Lésung B’. 

Innerhalb einiger Stunden werden die 2 oder 3 Kaul- 
quappen in B’ vollkommen gelahmt, indem die Konzentration 
dieser Lésung trotz einer gewissen Verdiinnung des Giftes in- 
folge Speicherung desselben durch die Kaulquappen immer 
héher als der kritische Wert bleibt, weil das Verhialtnis des 
Volumens der wenigen Kaulquappen zum Volumen der Lésung 
hier sehr klein ist. Dagegen kommt es niemals zu einer 
volilstandigen Lahmung der 60 Kaulquappen in der 
urspriinglich konzentrierteren Lésung A’, weil sie so 
viel Gift aus der Lésung aufnehmen, daB die Kon- 
zentration der letzteren unter 1:1500000, d. h. unter 
den kritischen Wert sinkt. 

Die Speicherung des toxischen Bestandteils des Kobragiftes 
durch verschiedene Gewebe und Zellen kann in analoger Weise 
bestimmt werden, indem man Kaulquappen als ,,quantitative 
Indicatoren“ verwendet, wie im Kapitel IV fiir die roten 
Blutkérperchen gezeigt werden soll. 

Wenn Gleichgewicht zwischen 15 mm langen Kaulquappen 
und einer sie umgebenden Lésung, die (nach eingetretenem 
Gleichgewicht) 1: 1500000 Kobragift enthalt, besteht, so ist die 
mittlere Konzentration des wirksamen Bestandteils in den 
Kaulquappenkérpern ca. 100mal gréBer als in der AuBen- 
fliissigkeit. Dabei kann die Konzentration dieses Bestandteils 
in freier oder chemisch gebundener Form in einzelnen Phasen 
der Kaulquappen vielleicht 10000mal héher, in anderen 
Phasen dagegen niedriger als in der AuBenlésung sein. Die 
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Details dieser Versuche, die schon vor 1'/, Jahren in gréBerer 
Zahl ausgefiihrt wurden, finden sich an anderer Stelle publiziert. 


Diskussion der Ergebnisse der in diesem Abschnitt 
mitgeteilten Versuche nebst einigen Zusiatzen. 
Wenn man das relativ rasche Eintreten der vollstindigen 

Lahmung junger Kaulquappen selbst in sehr verdiinnten Lé- 

sungen von Kobragift und gleichzeitig die starke Speicherung 

beriicksichtigt, so ergibt sich, daB die wirksamen Bestand- 
teile des Kobragiftes auBerordentlich leicht durch die Haut- 
und Kiemenepithelien der Kaulquappen in die pericapillaren 

Raiume der Haut- und KiemenblutgefaBe diffundieren miissen, 

um ebenso schnell durch die Capillarendothelien in das 

Blut dieser Organe zu gelangen. Durch den Blutstrom weiter 

nach den Blutcapillaren der tibrigen Organe gefiihrt, exosmiert 

der gréBere Teil der giftigen Substanz durch die Capillar- 
endothelien der einzelnen Organe zunachst in die intercellulire 

Lymphe dieser Organe, um gleich weiter in die einzelnen 

Zellen, z. B. die verschiedenen Zellen des Zentralnervensystems, 

zu diffundieren und sich hier iiber die einzelnen Phasen dieser 

Zellen nach den Gesetzen der Diffusion in heterogenen Systemen 

zu verteilen, wobei die Verhiltnisse vielleicht noch dadurch 

eine Komplikation erfahren, daB die giftige Substanz mit dem 
einen oder anderen Komponenten einer oder mehrerer Phasen 
dissoziierbare Verbindungen eingeht. 

Enthalten die Kobragiftlésungen weniger als etwa 
1:400000 oder 1:600000 Kobragift, so geschieht dies 
alles, ohne daB die Haut- und Kiemenepithelien irgend- 
wie beschaédigt werden. 

Vergleichende Versuche iiber die Geschwindigkeit des Ein- 
dringens zeigen, daB, fiir gleiche Diffusionsgefalle zwischen AuBen- 
lésung und dem Blutplasma der Haut- und Kiemengefife be- 
rechnet, die wirksamen Bestandteile des Kobragiftes mindestens 
ebenso schnell, wahrscheinlich sogar noch schneller durch die 
lebenden, unbeschaédigten Haut- und Kiemenepithelien resp. 
durch die Capillarendothelien diffundieren miissen als Chloral- 
hydrat’), dagegen etwas langsamer als die meisten anderen 

1) DaB Chloralhydrat langsamer als die meisten anderen indiffe- 


renten Narkotica aufgenommen wird, hat Overton in seinen Studien 
iiber die Narkose gezeigt. 
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Narkotica. Das Eindringen muB8 sehr viel rascher sein 
als das von Glycerin oder Harnstoff. 

Da8 das Eindringen in den K6rper wirklich durch die 
Haut- und Kiemenepithelien und nicht etwa vom Darmkanal 
aus erfolgt, ergibt sich ohne weiteres aus der GréBe der Auf- 
nahme wahrend eines kiirzeren Zeitraumes. Aus einer Lésung 
von 1:500000 Kobragift wird nimlich schon innerhalb 
5 bis 6Stunden von einer einzigen Kaulquappe eine Menge 
der toxischen Substanz aufgenommen, die erst in einem Volumen 
der Lésung enthalten ist, das 50mal gréBer ist als das Vo- 
lumen der Kaulquappe. DaB eine derartige Menge Lésung von 
einer Kaulquappe in 6 Stunden verschluckt werden soll, ist 
ausgeschlossen; ja es ist sehr unwahrscheinlich, da8 eine Kaul- 
quappe iiberhaupt trinkt auBer mehr zufalligerweise bei der 
Aufnahme von fester Nahrung. Das fiir das Wachstum not- 
wendige Wasser wird durch die Haut- und Kiemenepithelien 
aufgenommen. Im iibrigen erfolgt die Aufnahme der toxischen 
Bestandteile des Kobragiftes ebenso leicht bei Kaulquappen 
schon in der ersten Zeit nach dem Ausschliipfen aus der Ei- 
haut, ehe iberhaupt die Mundéffnung vorhanden, resp. 
ehe diese in Kommunikation mit dem Darmkanal ge- 
treten ist, wie durch spezielle Versuche festgestellt wurde. 

Dieses sehr rasche Eindringen der wirksamen Substanz des 
Kobragiftes, das unzweifelhaft ein reiner Diffusionsvorgang ist, 
ohne da8 dabei irgendwelche aktive Beteiligung des Proto- 
plasmas der Kiemen- und Hautepithelien stattfindet, diirfte 
mit der weitverbreiteten Ansicht unvereinbar sein, daB diese 
Substanz zu den Proteinkérpern gehért. Eine Anhaufung 
von Amino- und Iminogruppen in einem Molekiil, wie eine 
solche in den Proteinen besteht, benimmt namlich dem Molekiil 
die Fahigkeit, auf reinem Diffusionswege (d. h. ohne aktive 
Beteiligung des Protoplasmas) durch die lebende Plasmahaut 
zu dringen. Aus ahnlichen Griinden ist auch das Vorhanden- 
sein einer gré8eren Anzahl Hydroxylgruppen im Molekiil 
der Substanz sehr unwahrscheinlich, es sei denn, daB die Zahl 
der Hydroxylgruppen von der der Kohlenstoffatome bei 
weitem iibertroffen wird.’) Dagegen kann aus dem sehr raschen 


1) Vgl. Overton in Nagels Handb. d. Physiol. 2, 819 bis 824, oder 
in Pfliigers Archiv 92, 261 bis 264, 1902. 
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Eindringen keineswegs geschlossen werden, daB das Molekular- 
gewicht der Substanz ein niedriges sein muB, da viele hoch 
molekularen Verbindungen (z. B, die basischen Anilinfarben, 
die freien Alkaloidbasen) die lebende Plasmahaut sehr 
leicht und rasch passieren, wenn nur keine zu groBe An- 
haufung von Hydroxyl-, Amino- oder Iminogruppen 
im Molekiil vorhanden ist. 

Ein sehr wichtiges Ergebnis der Versuche ist, da8 die 
Vergiftung durch Kobragift genau in demselben Sinne ein 
volistandig reversibler Vorgang ist wie z. B. eine normal 
verlaufende Narkose. 

Wie bei der Narkose durch Ather oder Chloroform bedarf es 
zur vollstandigen Lahmung des Zentralnervensystems durch Kobra- 
gift einer ganz bestimmten, angebbaren Minimalkonzentration 
der wirksamen Substanz in der AuBenfliissigkeit, nachdem ein 
Gleichgewichtszustand zwischen dieser Konzentration und den 
Konzentrationen der Substanz in den verschiedenen Phasen, 
aus denen die Neurone aufgebaut sind, eingetreten ist. 

Wenn die Konzentration der wirksamen Substanz in der 
AuBenfliissigkeit unter den betreffenden Minimalwert sinkt, be- 
ginnt zunachst ein Teil des im Blutplasma der Kaulquappen 
befindlichen Giftes den Diffusionsgesetzen entsprechend durch 
die Haut- und Kiemenepithelien in die AuBenfliissigkeit iiber- 
zutreten, was seinerseits zu einem teilweisen Austritte des in 
den Neuronen und anderen Zellen der Kaulquappen enthaltenen 
Gifts in das Blut und zu einer allméhlichen Entgiftung 
der Kaulquappen fiihrt. Werden die Kaulquappen in reines 
und gelegentlich gewechseltes Wasser iibergefiihrt, so wird die 
Entgiftung nach langerer Zeit eine ganz vollstandige. 

In einem gewissen Sinne kann man geradezu sagen, daf 
die Reversibilitét bei der Intoxikation durch Kobragift 
eine noch weitergehende ist als bei der Narkose durch 
Chloroform oder selbst durch Ather, denn Ather bewirkt 
schon in einer Konzentration, die nur doppelt so hoch ist, als 
gerade zur volistaéndigen Narkose ausreicht, nach etwa 2 Stunden 
den Tod von Kaulquappen, wenn sie die ganze Zeit in der 
Lésung gelassen werden, wahrend Kaulquappen oft in Kobra- 
lésungen, die selbst dreimal so stark sind, als zur 


vélligen Lahmung des ganzen Zentralnervensystems 
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ausreichen wiirden, viele Tage am Leben bleiben 
kénnen, wobei die Zirkulation wihrend der ganzen Zeit fort- 
dauert und die Kaulquappen bei der schlieBlichen Uberfiihrung 
in reines Wasser nach einigen Tagen sich vollkommen erholen 
kénnen. Selbst nach Verweilen in Lésungen von 1: 100000, 
d. h. in Lésungen, die ca. 15 mal starker sind als die, die schlieBlich 
zur vollstandigen Lahmung fiihren wiirden, kénnen Kaulquappen, 
besonders bei niedrigeren Temperaturen, mehr als 1 Stunde ver- 
weilen, ohne die Fahigkeit verloren zu haben, sich langsam 
vollig zu erholen; doch ist ein solcher Zeitraum (1 bis 2 Stunden): 
zu kurz fiir das Eintreten von Gleichgewicht zwischen der 
Konzentration in der AuBenfliissigkeit und den Konzentrationen 
in den verschiedenen Phasen der Kaulquappen. 

In der Tat zeigt die Intoxikation mit Kobragift, besonders 
wenn die Versuche so ausgefiihrt werden wie die unsrigen, groBe 
Ahnlichkeit mit der Narkose durch indifferente Narkotica. Die 
Hauptunterschiede liegen darin, da8 Kobragift das Respi- 
rationszentrum schon in geringeren Konzentrationen 
als die GroBhirnrinde lahmt, und daB bei Kobragift cin 
viel gréBeres Intervall zwischen den beiden niedrigsten Kon- 
zentrationen, die einerseits gerade zur Lahmung des Zentral- 
nervensystems, andererseits zur Lahmung des Herzens ausreicht, 
liegt. Selbst zwischen den lokalen Wirkungen von Chloroform 
oder Ather und von Kobragift sind die Unterschiede nicht so gro8 , 
wie man aus der Literatur meinen koénnte, denn konzentriertere 
Ather- und Chloroformlésungen téten alle Gewebezellen in sehr 
kurzer Zeit, bei Kaulquappen z. B. oft in weniger als 1 oder 
2 Minuten, und es erfolgt rasch eine Disintegration der Haut - 
epithelien usw. wie in konzentrierten Lésungen von Kobragift. 

Einiger Worte der Erérterung bedarf die Erscheinung, daB 
bei der Kobravergiftung die Vergiftungssymptome der Kaul- 
quappen nach ihrer Uberfiihrung aus der Liésung ins reine 
Wasser nur recht langsam zuriickgehen, was besonders 
dann auffallt, wenn die Kaulquappen noch lange Zeit nach 
Eintreten der vollstaindigen Lahmung des Zentralnervensystems 
in solchen Kobragiftlésungen zuriickgelassen worden sind, deren 
Konzentration weit mehr als ausreicht, diese vollstindige Lih- 
mung hervorzurufen (z. B. in Lésungen von 1: 400000 bis 
1 :600 000), ehe sie in reines Wasser iibergefiihrt werden. 
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Dieses hangt mit der starken ,,Speicherung* der 
wirksamen Substanz des Kobragifts durch die Ge- 
webezellen der Kaulquappen zusammen und ist eine 
notwendige Folge der Diffusionsgesetze in solchen 
heterogenen Systemen, wie sie von Kaulquappen, Fischen usw. 
reprasentiert werden. Da fiir alle Konzentrationen der toxischen: 
Substanz die Gleichgewichtsbedingungen eine viel héhere mittlere 
Konzentration in den Neuronen (und anderen Gewebezellen) als 
im Blutplasma fordern, so kann bei jedem einzelnen voll- 
stindigen Kreislauf des Blutes nur ein sehr geringer Bruchteil 
des in den Neuronen angehauften Giftes entfernt werden. Wenn 
wir die sehr plausible Annahme machen, da8 diejenige Phase A 
(oder diejenigen Phasen A,, A,, A, usw.) der Neurone, deren 
durch das Gift verainderte Zusammensetzung die Vergiftungs- 
erscheinungen bedingen, das Gift in bedeutend héheren Kon- 
zentrationen aufnehmen als die andern Phasen B, C, D usw., 
aus denen die Neurone aufgebaut sind, so wird die vollstandige 
Entfernung des Gifts aus den Neuronen eine viel langsamere 
sein miissen, als wenn bei gleichem Gesamtgehalte der 
Neurone an der toxischen Substanz, das Gift in allen Phasen 
der Neurone ungefahr gleichmaBig verteilt und gleich stark 
(durch ,,Lésungsaffinitat oder lose chemische Bindung) fest- 
gehalten ware, und zwar um so langsamer, je mehr die Kony’ 
zentration des Giftes gerade in der Phase A im Gleichgewichts- 
zustande die Giftkonzentration im Blutplasma iibertrifft. Ob 
die Phase A bloB ein viel besseres Lésungsmedium fiir 
die toxische Substanz als das Blutplasma  darstelé .und 
somit der physikalische Teilungskoeffizient dieser Substanz 
zwischen Blutplasma und der Phase A sehr -zugunsten der 
Phase A ausfallt, oder ob die Phase A einen Komponenten 
enthalt, der eine im Zustande der Dissoziation befindliche 
chemische Verbindung mit dem Gifte eingeht oder ob beide 
Annahmen zugleich erfiillt werden, andert an dieser allge- 
mein gehaltenen Betrachtung nichts; nur wiirde je nach Zu- 
treffen der einen oder der anderen Annahme in verschiedenen 
Konzentrationsbereichen das jeweilige Verhaltnis der Kon- 
zentrationswerte in der Phase A und im Blutplasma geringere 
oder gréBere Veriinderungen wahrend des Entgiftungsprozesses 


aufweisen. Die Entscheidung, ob eine in Wasser begrenzt 
7" 
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quellbare Verbindung oder Phase bei der Aufnahme einer fremden 
Substanz diese Substanz bloB in Form einer Lésung oder in 
Form einer chemischen Verbindung, die sich im Zustande der 
Dissoziation befindet, enthalt, ist in vielen Fallen auBerst schwer 
zu entscheiden,') besonders wenn auch die chemische Kon- 
stitution der fremden Substanz unbekannt ist; sie hat auch 
keine groBe Bedeutung, solange die etwa postulierte Verbindung 
nicht in reinem Zustande isoliert werden kann. 

Das sehr langsame Zuriickgehen eines Lahmungszu- 
standes bei Kaulquappen, Fischen usw. nach Uberfiihrung 
dieser in reines Wasser beobachtet man stets auch bei 
einer echten Narkose, wenn der Teilungskoeffizient 
des indifferenten Narkoticums zwischen Wasser und den Gehirn- 
lipoiden sehr stark zugunsten der letzteren ausfiallt, z. B. 
etwa im Verhaltnis 1:10000 oder 1:100000, wie dies bei 
solchen Verbindungen wie Phenanthren der Fall ist.*) 

Es verdient besondere Betonung, daf eine Kaulquappe, 
die bereits einmal durch Kobragift vollstandig gelahmt und 
auch im gelahmten Zustande langere Zeit (mehrere Tage) 
gehalten worden ist, sich aber nach Uberfiihrung in reines 
Wasser allmahlich erholt hat, durch gleiche oder ungefahr gleiche 
Konzentration des Kobragiftes wie beim erstenmal wieder voll- 
standig gelahmt werden kann. 

Dies mag im ersten Augenblick sehr auffallend erscheinen, 
da wenigstens Saugetiere nach wiederholter Injektion von 
Kobragift allmahlich eine gewisse Immunitaét erwerben. Es 
ist zwar noch nicht bewiesen, daB Amphibien Antivenine bilden 
kénnen, aber doch recht wahrscheinlich, wenn auch die Bildung 
derselben wegen der niedrigen K6rpertemperatur vermutlich 
langsamer erfolgen wird als bei den Saéugetieren. Es muB8 aber 
zunachst hervorgehoben werden, daB Kaulquappen aus einer 
Lésung nicht alle Bestandteile des Kobragiftes aufnehmen, 
sondern wahrscheinlich nur die eigentlichen giftigen Bestandteile. 
Nun ist gar nicht bewiesen, daB es gerade diese giftigen Be- 


1) Diese Schwierigkeiten werden von vielen Biologen infolge man- 
gelnder theoretischer Bildung haufig véllig iibersehen. Ein Beispiel dafiir 
liefern unter anderen die Untersuchungen von K yes ,,Uber die Isolierung 
von Schlangengift-Lecithiden“. 

2) Vgl. z. B. Overton, Studien iiber die Narkose. S. 125 u. 126. 
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standteile sind, die die Antiveninbildung auslésen. For8mann 
und Bang") haben bei der immunisatorischen Hamolysinbildung 
gefunden, daB es nicht das Toxin ist, das die Bilduag von 
Schutzkérpern veranlaBt, sondern eine andere Substanz (das 
Lysogen). 

Aber selbst wenn speziell bei der Bildung von Antiveninen 
die giftigen Bestandteile des Kobragiftes es sind, die die Anti- 
veninbildung auslésen, ware der Umstand, da8 Kaulquappen 
bei einer wiederholten Vergiftung von derselben Konzentration 
des Kobragiftes wie beim ersten Male gelahmt werden, kein 
Beweis, daB die Kaulquappen keine Antivenine bilden, denn 
die Immunitaét beruht wahrscheinlich ausschlieBlich auf der 
Bindung eines grdBeren Teils des ins Blut gebrachten Toxins 
durch die Antikérper und nicht darauf, daB die Gewebezellen 
nach der Immunisierung erst durch eine héhere Konzentration 
des freien im Blute zirkulierenden Toxins affiziert werden. 
Solange aber die Konzentration der (freien) wirksamen Substanz 
des Kobragiftes in der AuBenlésung konstant erhalten wird, 
muB, gleichgiiltig wieviel des Giftes im Kérper der Kaulquappen 
von Immunkérpern gebunden wird, die Konzentration des 
nicht gebundenen Anteiles des Giftes im Blutplasma 
schlieBlich (im Gleichgewichtszustande) im wesentlichen den 
gleichen Wert erreichen und sich nur mit der Anderung der 
Giftkonzentration in der AuBenlésung andern. 

Eben weil es wahrscheinlich ist, daB die unbeschadigten 
Haut- und Kiemenepithelien von Kaulquappen und Fischen 
nur die eigentlich toxisch wirkende Komponente des Kobra- 
gifts durchlassen, nicht aber die iibrigen Bestandteile des- 
selben, so wiirde es in der Tat von groBem Interesse sein, 
festzustellen, ob bei dieser Art der Aufnahme der toxischen 
Substanz Antivenine von Kaulquappen und Fischen gebildet 
werden oder nicht, da, wenn ja, eine groBe Wahrscheinlichkeit 
bestehen wiirde, daB in diesem Falle die toxische Substanz 
selber die Bildung des Antivenins ausliést, wahrend bei der 
Einspritzung einer Kobragiftlésung in ein Tier auBer der 
eigentlichen toxischen Substanz alle andern Bestandteile des 
Sekrets der Giftdriisen in das Versuchstier gelangen und es 


1) Bang und For Bman, Beitra e Z. chem. Physiol. u. Pathol. ., 
ag’ 
238, 1906. 
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somit unbestimmt bleibt, ob es die toxische Substanz selber 
oder irgend eine andre im Giftsekret vorkommende Verbindung 
ist, die die Antiveninproduktion auslést. 

Doch bleibt die Méglichkeit bestehen, daB ein vom Toxin 
verschiedenes Antigen ebenso wie das Toxin durch die Haut 
durchdringen kénnte, analog wie For8Bman') die Permeabilitat 
des Hamolysin-Antigens durch Kollodiumkapseln erwiesen hat. 


II. Kapitel. 
Uber den EinfluB verschiedener Salze, besonders der Kalk- 
salze, auf die Wirkungsstirke des Kobragiftes. EinfluB von 
Blutserum. 


Wahrend seiner Untersuchungen iiber die Himolyse durch 
Kobragift hatte Bang*) gefunden, da die Gegenwart verschie- 
dener Salze in den das Kobragift enthaltenden Lésungen groBen 
Einflu8 auf das Eintreten oder Nicht-Eintreten der Himolyse 
ausiibt. Bald darauf (im Friihling 1909) konnte Overton 
auch bei der Vergiftung von Kaulquappen (und Fischen) durcl: 
Kobragift nachweisen, daB besonders ein Zusatz von Kalk- 
salzen zu Kobragiftlésungen, in die Kaulquappen gebracht 
werden, die Giftigkeit dieser Lésungen sehr stark herabsetzen 
kann, und zwar um so stirker, je héher der Gehalt der Kalk- 
salze in der Lésung steigt, sofern die Konzentration der Kalk- 
salze nicht so hoch gewihlt war, daB dieselbe auch ohne 
Kobragift schidliche Wirkungen auf die Kaulquappen ausgeiibt 
haben wiirde. 

Wir haben die Versuche in diesem Jahre (1910) wiederholt 
und mannigfach variiert und geben hier nach Mitteilung einiger 
Versuchsprotokolle die Hauptresultate der Versuche. 


Yl. Versuche mit Kalksalzen, besonders Calciumchlorid. 


Die meisten Versuche wurden mit Calciumchlorid angestellt, 
wobei wir Kahlbaums krystallisiertes Priaparat CaCl,6H,O ver- 
wendeten. Dieses Priparat reagiert vollig neutral, wihrend das ge- 
schmolzene wasserfreie Salz immer deutlich alkalisch reagiert, was, wie 
sich spiter zeigen wird, fiir die Versuche nicht gleichgiiltig sein kann. 
Die Stammlésung wurde titriert und die in den Versuchen angegebenen 


1) ForBman, diese Zeitschr. 9, 330, 1908. 
2) Bang, diese Zeitschr. 18, 441, 1909. 
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Konzentrationen sind auf das krystall- und wasserfreie Salz CaCl, um 
gerechnet. 

Vorversuche mit CaCl,-Lésungen ohne Kobragift zeigten, dal} 
selbst in einer 1°/,igen Lésung (isotonisch mit ca. 0,7°/,iger NaCl-Lés.) 
Kaulquappen itiber 24 Stunden am Leben bleiben, daB aber ihre Be- 
wegungen in dieser Lésung schon nach 12 Stunden etwas trage werden, 
um nach etwa 30 Stunden aufzuhéren, wonach die Kaulquappen bald 
sterben. In 0,5°/jiger reiner CaCl,-Lésung leben Kaulquappen wenigstens 
50 Stunden und in 0,3°/,iger iiber eine Woche, ohne Abnormalititen 
aufzuweisen. 


Versuch mit Kaulquappen in 1:13000 Kobragift 
in */,°/,iger CaCl,-Lésung. 

Um 815 p.m. des 9. IV. 3 Kaulquappen von Rana fusca (12 bis 
13 mm lang) kurz nach Verlust der auBeren Kiemen in genannte Lésung 
gesetzt (Temp. wihrend des Versuchs 13 bis 15° C). 

Um 115° p.m. des 9. IV. noch ziemlich gut beweglich. 

Um 11°° a.m. des 10. IV. 2 Kaulquappen ebensogut beweglich wie 
am Abend vorher, die dritte schwichliche unbeweglich und wohl tot. 

Um 104° p. m. des 10. IV. 2 Kaulquappen noch etwas beweglich 
aber sehr triage, sonst gut aussehend. Am 13. IV. tot. 

In diesem Versuch ist die Konzentration des Kobragifts mehr als 
100mal héher als sonst zur vollstandigen Lahmung von Kaulquappen 
ausreicht, und ohne den CaCl,-Zusatz wiirden sie schon nach 
5 bis 10 Minuten gestorben sein, um sich bald darauf zu des- 
integrieren. 


Versuch mit Kaulquappen in 1:25000 Kobragift mit 
0,33°/,igem CaCl, (A), mit 0,2°/,igem CaCl, (B) und 
mit 0,15°/,igem CaCl, (C). 

Beginn der 3 Versuche 12°? a.m, des 13.1V. Je 3 Kaulquappen 
verwendet. 

Um 3° p.m. des 13. IV. (also nach mehr als 15 Stunden) alle 
3 Kaulquappen in B und C und 2 in A recht lebhaft und gesund. 

Um 7°° p,m. des 14, IV. alle Kaulquappen in B und C gesund und 
lebhaft, ebenso 2 in A, die ihr totes Geschwister aufgefressen haben, 

Alle diese Kaulquappen blieben waihrend mehr als 1 Woche 
gesund, worauf die Versuche abgebrochen wurden. Ohne CaC)l,-Zusatz 
waren die Kaulquappen nach ca. 10 Minuten véllig gelihmt 
gewesen und nach weniger als 1 Stunde tot (vgl. 8S. 248). Die zu 
diesen Versuchen verwendeten Kaulquappen waren erst 12 mm lang, und 
solche sind auch noch etwas empfindlicher gegen Kobragift als etwas dltere. 


Versuch mit Kaulquappen in 1:25000 Kobragift 
mit 1:1000 CaCl,. 

Um 8” p.m. des 2. VI. 3 Kaulquappen in diese Lésung gesetzt. 

Um 1125 p.m. alle 3 Kaulquappen vollig gesund. 











264 I. Bang und E, Overton: 


Um 12° p,m. des 3. VI. 2 noch lebhaft beweglich, die dritte triage. 

Um 85 p.m. des 3. VI. 1 Kaulquappe bewegungslos, die 2 anderen 
ziemlich trage (Temp. 19° C). 

Am Abend des 4. VI. 2 Kaulquappen noch ziemlich gut beweglich. 
Versuch abgebrochen. 

Alle die folgenden Versuche mit Kobragift und CaCl,-Lésungen 
wurden angestellt, um zu ermitteln, wie weit die Giftigkeit von Kobra- 
giftlésungen herabgesetzt wird durch derart verdiinnte CaCl,-Lésungen, 
wie sie etwa im Blutplasma vorkommen. 


Versuche mit 1:100000 Kobragift in 1:3000 CaCl,. 

Um 8°? p.m. des 4. VI. zwei 18 mm lange Kaulquappen in die 
Lésung gesetzt (Temp. 201/,° C). 

Um 1158 p.m. des 4. VI. beide Kaulquappen noch beweglich, aber 
entschieden triger als normal. 

Um 2° p.m. des 5. VI. beide noch etwas beweglich, wenn gereizt, 
aber sehr schnell ermiidend, kaum spontan beweglich, ebenso um 10? 
p.m. des 5. VI. 

Um 2° p.m. des 6. VI; 1 Kaulquappe noch ziemlich gut reizbar, 
die andere sehr schwer. Versuch abgebrochen. 


Versuch mit 1:200000 Kobragift in 1:5000 CaCl,. 


Um 6*> p.m. des 3. VI. 2 Kaulquappen in diese Lésung gesetzt. 

Um 11° p. m. des 3. VI. beide Kaulquappen beweglich, aber etwas triige. 

Um 35 p.m. des 4. VI. beide noch etwas beweglich, aber auBerst trige. 

Um 11°* p. m. des 4. VI. unbeweglich, aber eben merklich reizbar. 

Um 2?° p. m. des 5. VI. beide véllig umerregbar, aber mit gut 
erhaltener Zirkulation. 

Am 8. VI. beide tot (Temp. waihrend des Versuchs 191/, bis 23°C). 


Versuch mit 1:200000 Kobragift in 1: 10000 CaCl.,. 

Um 8°? p.m. des 4. VI. 2 Kaulquappen in die Lésung gebracht. 
Temp. 201/,° C. 

Um 115° p,m. des 4. VI. beide noch beweglich, aber triage. 

Um 155 p. m. des 5. VI. beide véllig unerregbar, aber Zirkulation 
bei beiden noch lebhaft. Am Abend war die Zirkulation bei der einen 
schwach geworden, so daB die Schwanzcapillaren nicht mehr durchblutet 
waren. Am folgenden Tage beide tot. 


Versuch mit 1:400000 Kobragift in 1:5000 CaCl.,. 
Um 64 p. m. des 3. VI. 3 Kaulquappen in die Lésung gesetzt 
(Temp. 191/,° C). 
Um 115 p.m. des 3. VI. alle noch gut beweglich. 
Um 3¢° p.m. und 1157 p.m. des 4. VI. alle noch gut beweglich, 
héchstens etwas triger als normal. Ebenso am 5. und 6. VI. Versuch 
nicht weiter protokolliert. 


— 
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Versuch mit 1:400000 Kobragift in 1: 10000 CaCl,,. 


Um 6** p. m. des 3. VI. 2 Kaulquappen eingesetzt (Temp. 191/,° C). 

Um 115° p.m. beide noch beweglich. In der. folgenden Tagen 
blieben die Kaulquappen beweglich, aber mehr oder weniger triage. 

Selbst Lésungen, die nur einen Teil CaCl, in 50000 Wasser 
enthalten, setzen die Toxizitat von Kobralésungen sehr deutlich herab; 
Kaulquappen werden z. B. nicht mehr véllig gelahmt, wenn zu diesen 
Lésungen 1: 1000000 Kobragift zugesetzt wird, und bei etwas gréBerem 
Zusatz von Kobragift treten die Vergiftungssymptome langsamer ein 
als bei Lésung derselben Menge Gift im gleichen Volumen reinen Wassers. 

Bei sehr jungen Kaulquappen muB man etwas gréBere Mengen 
CaCl, zu Kobragiftlésungen von verschiedener Konzentration zusetzen, 
um sie vor der Giftwirkung zu schiitzen, als bei alteren Kaulquappen, 
wie tiberhaupt Kaulquappen in den ersten Tagen nach dem Ausschliipfen 
empfindlicher sind. 

Versuche mit anderen Kalksalzen zeigten, daB auch diese die 
Toxizitét von Kobragiftlésungen stark herabsetzen, doch wurden keine 
genaueren quantitativen Versuche mit denselben angestellt. Nur solche 
Salze, die, wie ithylschwefelsaures Calcium, keine merkliche hydro- 
lytische Dissoziation aufweisen, sind direkt vergleichbar mit CaCl,, da, 
wie die folgenden Versuche zeigen werden, Ca(OH), -Lésungen die Toxi- 
zitét von Kobragiftlésungen bedeutend starker herabsetzen als CaCl,- 
Lésungen von gleichem molekularem Gehalt. Calciumchloridlésungen 
setzen die Toxizitét von Kobragiftiésungen fiir Fische in derselben 
Weise und in ungefihr gleichem Grade herab wie fiir Kaulquappen: 


Versuche itiber den EinfluB sehr verdiinnter Ca(OH),- 
Lésungen auf die Toxizitat von Kobragiftlésungen. 


Es ist zunichst vorauszuschicken, daS Kaulquappen sehr empfind- 
lich sind gegen alkalische Lésungen, selbst sehr verdiinnte. Sie vertragen 
hdchstens eine Lésung von 1:5000 Na,CO,, ja werden auf die Dauer 
davon meist beschidigt wie nicht selten selbst durch eine Lésung von 
1: 7500; dagegen vertragen sie eine Lésung von 1: 10000 Na,CO, beliebig 
lange. Auch von Lésungen von 1: 25000 Ca(OH), werden Kaulquappen 
haufig etwas beschidigt, nicht mehr aber von Lésungen von 1: 50000 
Ca(OH).. 


Versuch mit Kaulquappen in Lésungen von 1:25000 
Ca(OH), + 1:25000 Kobragift und 1:25000 Ca(OH), 
-+-1:50000 Kobragift. 

Um 2% p.m. des 13. IV. 1910 je 4 Kaulquappen gesetzt in: 

A. 25 ccm einer Lésung, die 1 : 25000 Ca(OH), + 1:25000 Kobragift enthielt, 

B. 25 ,, ” ” ” ” ” + 1:50000 ” ” 
Um 33% p. m. alle Kaulquappen in A und B noch gut beweglich. 
Um 583 p. m. alle triage, aber mehr oder weniger beweglich. 
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Um 653 p. m. Kaulquappen in A sehr wenig beweglich, Schwanz- 
flosse beschidigt und teilweise abgelést. Kaulquappen in B sehr trige, 
aber sonst gut erhalten. 

Um 7!° p.m. alle Kaulquappen in A tot, die in B triige, sonst gut 
erhalten. 

Um 81° p.m. Kaulquappen in B sehr trige. 

Um 11° p.m. kaum noch beweglich, Aussehen normal. 

Um 9° a.m. des 14.1V. auch die Kaulquappen in B alle tot. 


Versuch mit Kaulquappen in Lésungen von 1:50000 
Ca(OH), +-1:50000 Kobra, 1:100000 Kobra, 1: 200000 
Kobra und 1:400000 Kobra. 

Um 125 p.m. des 30. V. 1910 wurden je 2 Kaulquappen in: 

A. 40 ccm einer Lésung mit 1: 50000 Ca(OH), + 1:50000 Kobragift, 
aR @Mew «a na » 1:50000 »  +1:100000 ” 
CO. @ we -« ie » 1:50000 9 + 1:200000 ” 
DB DM ee -« * » 1:50000 »  +1:400000 ‘< 

gesetzt. 

Um 8 p m. des 30. V. Kaulquappen in A und B etwas triige, die 
in C und D noch lebhaft. 

Um 10° a.m. des 31. V. Kaulquappen in A und B triige, die 
iibrigen gesund. 

Um 4° p.m. des 31. V. Kaulquappen in A tot, die in B sehr 
triige, die in C und D noch lebhaft. 

Um 8° a, m. des 1. VI. Kaulquappen in B tot; die in C und D noch 
lebhaft. 

Am 2. VI. Kaulquappen in C und D noch lebhaft. Versuch ab- 
gebrochen, 

Aus diesen Versuchen sehen wir, daS Ca(OH), die Giftig- 
keit von Kobragiftlésungen noch viel stiarker herabsetzt als 
iiquivalente Konzentrationen von CaCl,. 

Versuche mit Kobragift -+ Soda zeigen, daB Soda die Ver- 
giftungserscheinungen ziemlich stark verzégert, aber die Kon- 
zentration der Grenzlésung (== schwichste Lésung, die eine 
volistaéndige Lahmung der Kaulquappen bewirkt) viel weniger 
herabsetzt als entsprechende Lésungen von Ca(OH),. 


Versuch mit Kaulquappen in 1:5000 Soda +- 1:50000 
Kobragift und in derselben Konzentration von Soda 
+-1:100000 Kobragift. 
Um 2!° p. m. des 15. IV. 1910 je 5 Kaulquappen in eine Lésung, 
die bestand aus: 
A. 25com 1:5000 Soda + 1:50000 Kobragift, 
B. 25 ,, 1:5000 ,, + 1:100000 ” 


gesetzt. 
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Um 3°, 5', 829 und 10° p.m. des 15. IV. Nichts Abnormales zu 
bemerken. 
Um 1° p.m. des 16. IV. Kaulquappen sowohl in A wie in B 
trage. 
Um 5*° p. m. alle gestorben. (Temp. um 20°C.) 
Bei Anwendung von nur 1:10000 Soda und denselben Konzen- 
trationen von Kobragift starben die Kaulquappen viel rascher. 
Versuch: Um 10° a. m. des 31. V. 1910 wurde je eine Kaul- 
quappe in: 
A. 40 com 1:10000 Soda + 1: 200000 Kobragift, 
B. 40 ,, 1:10000 ,, +1:400000 


gesetzt. 

Um 8% p.m, des 31. V. beide Quappen noch gut beweglich. 

Um 8° a.m. des 1. VI. Kaulquappen in A unberweglich, aber 
Zirkulation noch erhalten, ebenso um 10° a, m. des 1. VI.; Kaulquappen 
in B noch gut beweglich. 

Um 10°° a, m. des 2. VI. Kaulquappen in A tot mit abgeldsten 
Epithelien. Kaulquappen in B blieben wihrend mehrerer Tage gut be- 
weglich. 

Lésungen von 1:50000 MgO schadigen Kaulquappen nicht, 
aber setzen auch die giftigen Wirkungen von Kobragift sehr 
wenig herab, wie der folgende Versuch zeigt: 

Versuch: Um 7°° p. m. des 15. IV. 1910 wurden je 4 Kaul- 
quappen in: 

A. 25 com Lésung von 1:50000 MgO + 1:50000 Kobragift, 
B. 22 ,, - » 1:50000 ,, +1:100000 ,, 
gesetzt. 

Bereits um 8° p. m. des 15. IV. waren 3 Kaulquappen in A un- 
beweglich, die dritte sehr triage und die Kaulquappen in B alle recht 
trage. 

Um 9° p. m. des 15. IV. alle Kaulquappen in A tot, 2 in B noch 
etwas beweglich. 

Um 9%° p. m. alle Kaulquappen in B ebenfalls tot. 


Uber den EinfluB eines Zusatzes von Kochsalz und 
von Magnesiumchlorid auf die Toxizitat von Kobra- 
giftlésungen. 


Wahrend Zusatz von kleinen Mengen Kalksalzen einen so auBer- 
ordentlich groBen Einflu8 auf die Toxizitat von Kobragiftlésungen auf 
Kaulquappen ausiibt, ist der Einflu8 von Magnesiumchlorid und von 
Natriumchlorid sehr gering, wenn auch ganz deutlich bei Anwendung 
von mehrpromilligen Lésungen. Auch dies gilt ebenso fiir Fische. Es 
wird geniigen, je einen Versuch mit diesen beiden Salzen anzufiihren, 
wobei vorauszuschicken ist, daB diese Salze in gleichen Konzentrationen 
ohne Kobragift wenigstens wihrend einiger Tage Kaulquappen und Frésche 
nicht schadigen. 
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Versuch mit 1:200000 Kobragift in 0,5°/,igen kryst. 
Magnesiumchloridlésungen (MgCl, +6 Aq). 

Um 6'* p.m. des 27. IV. sieben 15 mm lange Kaulquappen von 
R. fusca in obige Lésung gesetzt. Temp. 13 bis 14° C. 

Um 8%5 p, m. des 27. IV. alle noch ziemlich gut beweglich. 

Um 12° a. m. des 28. IV. alle véllig unerregbar, aber Zirkulation 
noch gut erhalten. Hautepithelien etwas angegriffen. 

Um 8° p. m. des 28. IV. keine Zirkulation mehr, Hautepithelien 
weniger stark angegriffen als in einer Kobragiftlésung von derselben Kon- 
zentration ohne Zusatz von Magnesiumchlorid. 


Versuch mit 1:200000 Kobragift in 0,6°/,iger Koch- 
salzlésung. 

Um 617 p. m. des 27. IV. vier Kaulquappen von 15 mm Lange in 
obige Lésung gesetzt. 

Um 12% a. m. des 28. IV. (also nach fast 6 Stunden) alle noch melir 
oder weniger beweglich. 

Um 32° p. m. des 28. IV. (ca. 21 Stunden nach Beginn des Versuchs) 
alle unerregbar, aber Kérper sehr gut erhalten: 

Um 8? p. m. des 28. IV. Zirkulation noch gut erhalten, nur etwas 
trige. Epithelien unbeschidigt. Am 29. IV. waren die Kaulquappen 
noch am Leben, am 30. IV. dagegen tot. 

Aus diesen Versuchen ist zu ersehen, daB relativ starke 
Lésungen von Magnesiumchlorid die Toxizitét des Kobragifts 
nur um ca. 50°/9 herabsetzen und sich in dieser Hinsicht mehr 
als hundertmal weniger wirksam zeigen als gleichkonzentrierte 
Lésungen von CaCl,, und da8 selbst 0,6°/,ige NaCl-Lésungen 
die Toxizitét nur auf zirka zwei Drittel des urspriinglichen 
Werts reduzieren. 

Ringer-Lésung (0,6°/, NaCl, 0,02°/, KCl, 0,03°/, CaCl,) setzt die 
Giftigkeit etwas starker herab, als man nach dem Verhalten einer 0,6°/, igen 
NaCl- und einer 0,03°/,igen CaCl,-Lésung erwarten kénnte; so blieben 
Kaulquappen in 1:50000 Kobragift in Ringer-Lésung gelést waihrend 
48 Stunden mehr oder weniger beweglich, wenn auch freilich trager als 
normal. 


Versuche itiber das Verhalten von Kaulquappen in 
Blutserum mit und ohne Zusatz von Kobragift und 
Kobragift +- CaCl,. 

Es muBte von Interesse sein, den EinfluB von Blutserum auf 
die Toxizitat des Kobragifts zu erfahren. Es ist dies aber nicht 
ganz einfach, weil Blutserum von Saéugetieren selber einen schad- 
lichen EinfluB auf Kaulquappen ausiibt. Unverdiinntes Serum 
von Saugetieren bewirkt, ahnlich 0,9 bis 1,0°/,iger NaCl-Lésung, 
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schlieBlich den Tod durch Wasserentziehung; bei Kaulquappen von 
mehr als ca. 15 mm Lange wird diese wasserentziehende Wirkung 
erst nach vielen Stunden deutlich. Aber auch nach Verdiin- 
nung mit Wasser, bis der osmotische Druck nur dem einer 
0,5 bis 0,6°/,igen Kochsalzlésung entspricht, wirkt frisches 
Serum allméhlich tédlich auf Kaulquappen, und zwar 
Serum von verschiedenen Tieren in sehr ungleichem 
Grade, wahrend 0,6°/, iges NaCl nicht schadlich wirkt. Ochsen- 
blutserum wirkt vielmals schadlicher als Pferdeblutserum, 
welch letzteres nach Verdiinnung mit dem halben Volumen 
Wasser bei 14 bis 16°C Kaulquappen erst nach ca. 30 bis 40 
Stunden tétet und in den ersten 20 Stunden dieselben kaum 
merklich affiziert. Ochsenserum, selbst nach Verdiinnung 
mit dem gleichen Volumen Wasser, wirkt dagegen stark schad- 
lich schon nach weniger als 3 Stunden und tédlich innerhalb 
12 Stunden oder weniger. Diese Unterschiede zwischen Pferde- 
und Ochenserum wurden bei allen untersuchten Blutproben 
gefunden. 

Es ist von grofem Interesse, daB durch Erwarmung 
von Ochsenblutserum auf 56 bis 58° C wahrend ca. 40 Mi- 
nuten, also unter denselben Umstinden, die zur Zerstérung der 
Alexine fiihrt, die spezifisch schadliche Wirkung des 
Ochsenblutserums so gut wie ganzlich aufgehoben wird. Da 
diese Tatsache, die bei den Vorversuchen mit Sera gefunden 
wurde, eine gréBere methodische Bedeutung gewinnen kann, 
mégen einige Versuchsprotokolle, die diese Verhialtnisse klar- 
legen, mitgeteilt werden. 


Versuche mit Kaulquappen in frischem, mit Wasser 
verdiinntem Ochsenblutserum. 


A. Um 8% p.m. des 21. IV. 1910 mehrere Kaulquappen von 13 und 
von ca. 16 mm Lange in ein Gemisch von 25 ccm frisches, ungeheiztes 
Ochsenserum (ca. 7 Stunden nach Schlachten des Tiers) +- 25 com 
Wasser in einer bedeckten Krystallisierschale gesetzt (Fliissigkeitsschicht 
ca. 4mm hoch.') 

Um 1158 p. m. des 21. IV. (also nach ca. 4 Stunden) alle Kaulquappen 
noch beweglich, aber trige und geschrumpft aussehend. 


1) Bei Versuchen mit Kaulquappen im Serum ist es stets geraten, 
eine Fliissigkeitsschicht von nur wenigen Millimetern Héhe anzuwenden, 
da sonst Sauerstoffmangel eintreten kann. 
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Am nichsten Morgen (22. IV.) alle Kaulquappen tot und stark 
geschrumpft. 

B. Um 11 p. m. des 21. 1V. sechs jiingere und ailtere Kaulquappen 
aus derselben Brut in 40 ccm Serum von demselben Tier -++- 25 ccm 
Wasser, nachdem das Serum vorher wahrend 40 Minuten auf 
56 bis 58°C im Wasserbade erwarmt und darauf langsam abgekiihit 
wurde. Am niachsten Morgen waren alle Kaulquappen gut beweglich 
und nicht geschrumpft. Ebenso um 8 p. m. des 22. 1V. und um 7 p. m. 
des 23. IV. 

Diese Versuche zeigen das typische Verhalten von Kaul- 
quappen in nicht erwarmtem und vorher erwarmtem Ochsen- 
serum. Die Schrumpfung der Kaulquappen (schon vor dem 
Tode) in dem schadlichen Serum ist eine regelmaBige Ersclii- 
nung und diirfte darauf beruhen, da8 die Haut- und Kiemen- 
epithelien durch das schadliche Serum so weit verandert werden, 
daB sie fiir Natriumchlorid, aber nicht fiir die EiweiSstoffe des 
Serums durchlassig werden. Unter solchen Umstanden miifte 
eine Schrumpfung stattfinden, wenn der partiale osmotische 
Druck der EiweiBkérper im Serum gréBer ist als derjenige des 
Blutplasmas und der Gewebelymphe der Kaulquappen. 

Ochsenblutserum, wenn nicht vorher auf ca. 56° erwarmt 
(die niedrigste Temperatur, welche zur Zerstérung der schad- 
lichen Stoffe im Serum hinreicht, wurde noch nicht ermittelt), 
wirkt noch bei ziemlich starker Verdiinnung mit Wasser und 
Ringer-Lésung schiadlich auf Kaulquappen, aber natiirlich lang- 
samer als weniger verdiinntes Serum. In einem Versuche z. B. 
mit 20 cem frischem Ochsenserum -{- 25ccm Wasser -+- 100 ccm 
Ringer-Lésung (mit 0,65°/, NaCl, 0,02°/, KCl und 0,03°/, CaCl,) 
waren alle 6 zum Versuche verwendeten Kaulquappen nach 
4Stunden noch ziemlich gut beweglich, aber bereits deutliche 
Anzeichen einer beginnenden Laihmung vorhanden. Nach 10 
weiteren Stunden waren alle noch immer etwas beweglich, 
aber stark affiziert. Nach 24 Stunden vom Beginne des Ver- 
suchs waren alle fast oder ganz unerregbar und 12 Stunden 
spater tot. 


Auf die schadlichen Wirkungen von vorher nicht erhitztem 
Serum auf Kaulquappen hat ein Zusatz von CaCl, entweder keinen 
oder einen sehr geringen EinfluB, so war z. B. die Beweglich- 
keit von Kaulquappen in einem Gemisch von gleichen Volumina 
Kalbsblutserum und 0,4°/, CaCl, schon nach 1 Stunde deut- 
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lich, nach 3'/, Stunde sehr stark beeintrachtigt. Nach 12 Stun- 


den (vom Beginne des Versuchs) waren alle tot. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB man behufs Fest- 
stellung des Einflusses von Serum auf die Toxizitaét von Kobra- 
gift, sofern man Kaulquappen als Indicatoren verwenden will, 
entweder ein solches Serum wie Pferceblutserum, das nur lang- 
sam eigene schidliche Wirkungen ausiibt, oder aber vorher auf 
56°C erwairmtes Serum verwenden sollte. Bisher wurde nur 
der erste Weg eingeschlagen. Es mégen die folgenden ab- 
gekiirzten Versuchsprotokolle mitgeteilt werden. 


Versuche mit Kaulquappen in mit Wasser etwas ver- 
diinntem Pferdeblutserum, mit und ohne Zusatz von 
Kobragift. 


A. Um 115 p. m. des 29. IV. 8 Kaulquappen (von 15mm Lange) 
nach lingerem Verweilen in mehrfach gewechseltem, sterilisiertem Wasser 
in ein Gemisch von 50 ccm Pferdeblutserum -+- 30 ccm dest. Wasser ge- 
setzt (Fliissigkeitsschicht nur ca. 5mm hoch). Temp. 11 bis 12°C. 

Um 119° a.m. des 30. 1V. (also nach fast 12 Stunden) alle 8 Kaul- 
quappen volikommen gesund aussehend und gut beweglich, nicht im ge- 
ringsten geschrumpft. 

Um 64 p. m. des 1. V. (ca. 42 Stunden nach Beginn des Versuchs) 
2 Kaulquappen, noch ziemlich gut beweglich und mit gut erhaltener Zir- 
kulation, die 6 andern unbeweglich, aber mit sehr gut erhaltenen Epi- 
thelien, keine Zirkulation in diesen Kaulquappen zu erkennen. Serum 
noch vollig geruchlos. 

B. Um 12!° a, m. des 30. IV. 4 Kaulquappen in 1:50000 Kobra- 
gift, das in 40cem einer Mischung von 25ccm Serum (von demselben 
Pferdeblut wie bei A) -- 15ecm dest. Wasser gelést wurde, gesetzt. 

Um 105° a. m. des 30. IV. (also nach ca. 10!/, Stunden) alle Kaul- 
quappen vollig unerregbar, aber Zirkulation noch gut erhalten und Kaul- 
quappen sonst gut aussehend, nicht im geringsten geschrumpft. 

Um 647 p.m. des 1. V. alle Kaulquappen tot und Korper stark 
geschrumpft. 

C. Um 12!3 a, m. des 30. IV. 3 Kaulquappen in 1:100000 Kobra- 
gift in eine Mischung von 25 ccm Pferdblutserum (von demselben Pferde 
wie bei A) -- 15 ccm dest. Wasser gelést, tibergefiihrt. 

Um 1055 a, m. des 30. IV. (also nach 10 Stunden 40 Minuten) Kaul- 
quappen vollig unerregbar, aber mit vorziiglich erhaltener Zirkulation 
und auch sonst sehr gut aussehend, keine Schrumpfung. 

Um 65° p.m. des 1. V. alle Kaulquappen tot, aber Kérper besser 
erhalten als bei den Kaulquappen in B zu derselben Zeit. 

D. und E. Um 2°° p. m. des 30. IV. 4 Kaulquappen in 1:200006 
Kobragift in einem Gemisch von 25 ccm Pferdeserum + 15 ccm. dest. 
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Wasser gelist und 4 andere Kaulquappen (E) in 1:400000 Kobragift 
gelést, in ein Gemisch von gleichen Teilen Serum und Wasser gesetzt. 

Um 10° p. m. des 30. IV. alle Kaulquappen in D und E gut be- 
weglich, ebenso um 10° a. m. des 1. V. 

Um 7° p.m. des 1. V. einzelne Kaulquappen in D und E noch 
beweglich, aber triage, die andern unbeweglich, aber mit sehr gut er- 
haltenem Korper. 

Aus diesen Versuchen ist zu ersehen, da8 Pferdeblutserum 
die Toxizitét von Kobragilt ungefaihr in demselben Grade herab- 
setzt wie eine Salzlésung mit gleichem NaCl- und CaCl,-Gehalt. 
Einen gewissen, die Toxizitaét herabsetzenden Einflu8 miissen 
allerdings das im Serum suspendierte Lecithin und Cholesterin 
haben, wie andere Versuche zeigen, doch spielen die Salze des 
Serums, besonders das CaCl,, die Hauptrolle. 


Versuch mit Kaulquappen in 1:100000 Kobragift in 
einem Gemisch von 25ccm Pferdeblutserum -+- licem 
0,2°/,igen CaCl,. 

Um 101° p. m. des 30. IV. 4 Kaulquappen in obiges Gemisch gesetzt. 

Um 10° a. m. des 1. V. (also nach mehr als 12 Stunden) alle Kaul- 
quappen gut beweglich. 

Um 7° p,m. des 1.V. eine Kaulquappe noch ziemlich gut beweglich, 
die drei anderen unbeweglich, aber noch mit sehr gut-erhaltenem Kérper. 

Am niachsten Tage um 3° p. m. alle tot. 

Der letzte Versuch ist deswegen wichtig, weil er zeigt, 
daB bei einem kiinstlich erhéhten CaCl,-Gehalt des 
Blutplasmas die Toxizitét des Kobragifts noch viel starker 
als von normalem Blutplasma herabgesetzt wird. Der schlieB- 
liche Tod der Kaulquappen ist jedenfalls durch Serumbestand- 
teile, nicht durch das Kobragift verursacht worden. 

Verwendet man starkere Lésungen von Kobragift in Blut- 
serum, so kann man auch bei Anwendung von frischem un- 
verdiinntem und nicht vorher erwarmtem Ochsenserum aus 
dem zeitlichen Verlaufe der Vergiftungssymptome leicht nach- 
weisen, daB die Toxizitét von Kobragift maBig stark durch 
das Serum herabgesetzt wird, ganz wie durch Pferdeblutserum, 
aber nicht stérker. In reinem unverdiinntem Ochsenblutserum 
werden naémlich die Bewegungen von ca. 13 mm langen Kaul- 
quappen nach 1 Stunde noch nicht staérker beeintrachtigt und 
erst nach ca. 4 Stunden aufgehoben; bei Zusatz von 1:10000 
Kobragift werden sie erst in '/, Stunde vdllig unerregbar, 
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um bald darauf zu sterben, waihrend in 1:10000 Kobragift in 
reinem Wasser gelést Kaulquappen ihre Erregbarkeit in noch 
bedeutend kiirzerer Zeit verlieren. In derselben Weise (Studium 
des zeitlichen Verlaufs) kann man auch fiir Kobragiftkonzen- 
trationen zwischen 1:10000 und 1:100000 in 2 Teilen Ochsen- 
blutserum +- 1 Teil Wasser sowohl die Toxizitaét von Kobra- 
gift im Serum, wie die Tatsache, daB die Toxizitaét durch 
Serum bedeutend herabgesetzt wird, feststellen; doch ist diese 
Art des Experimentierens weniger zweckmaBig als die Ver- 
wendung von Pferdeblutserum oder vorher erhitztem Ochsenblut- 
serum zu den Versuchen. 


Zusammenfassung der Ergebnisse dieses Kapitels, 


Die Hauptergebnisse der in diesem Kapitel beschriebenen 
Versuche sind die, daB die Gegenwart von Kalksalzen in 
der Lésung die Toxizitat von Kobragiftlésungen auBerordentlich 
stark herabsetzt, und zwar nicht allein fiir das Zentral- 
nervensytem, sondern auch und in ungefahr gleichem Grade 
fiir die Hautepithelien und andere Gewebezellen. Bei Gegen- 
wart von 0,5°/, CaCl, in der Lésung mu man die Kobragift- 
konzentration mehr als hundertmal héher nehmen, um den 
gleichen Vergiftungsgrad wie in einer Kobragiftlésung ohne 
Kalksalze zu erhalten. Calcium bildet jedenfalls mit den wirk- 
samen Bestandteilen des Kobragifts dissoziierbare, wahr- 
scheinlich salzartige Verbindungen, welche die lebenden Haut- 
und Kiemenepithelien nicht zu durchdringen vermégen. Auch 
Blutplasma setzt, hauptsachlich infolge seines Gehalts an 
Kalksalzen, teilweise aber dank seines Kochsalzgehaltes, 
die Toxizitét des Kobragifts etwa auf ein Viertel des ur- 
spriinglichen Wertes herab, doch haben Sera von Siugetieren 
selber eine spezifisch schidliche Wirkung auf Kaulquappen, 
und zwar Sera von verschiedenen Saugetieren in sehr ver- 
schiedenem Grade. Diese schaidlichen Wirkungen der 
Sera auf Kaulquappen kénnen durch kurzdauernde 
Erhitzung auf 56°C aufgehoben werden. Zusatz von CaCl, 
zu Serum, das Kobragift enthalt, erniedrigt die Wirksamkeit 
der Kobragiftbestandteile im Serum, aber nicht die spezifisch 


schaédlichen Wirkungen des Serums selber auf Kaulquappen. 
Bio: hemische Zeitschrift Band 31. 18 
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Fiir die praktische Behandlung eines Kobrabisses ergibt 
sich, da8 es vorteilhaft sein muS, nach sofortiger Anlegung 
einer Ligatur oberhalb der BiGstelle reichliche Mengen einer 
1 bis 2°/,igen CaCl,-Lésung an verschiedenen Stellen in der 
Nahe des Bisses zu injizieren und die Fliissigkeit sofort wieder 
ausflieBen zu lassen, denn die CaCl,-Lésung bemiachtigt sich 
sofort des gréBten Teils des noch nicht resorbierten Kobragifts, 
mit dem sie in Beriihrung kommt, ohne die Gewebe zn 
schidigen. Da bei erhéhtem Gehalt an Kalksalzen das im 
Blutplasma befindliche Kobragift weniger wirksam wird, so kann 
eine Resorption von einem Teil des injizierten Calciumchlorids 
nur niitzen. Subcutane Injektionen von CaCl,-Lésungen an 
andern Stellen der Kérpers, wo die Zirkulation nicht verhindert 
ist, diirften (zur Vermehrung des Kalkgehalts des Blutplasmas) 
ebenfalls von Vorteil sein, wie denn Einspritzung von CaCl,- 
Lésungen in den Riickensack eines Frosches, selbst lingere Zeit 
nach vorheriger Injektion nicht allzu groBer Kobragiftdosen, 
die Vergiftungssymptome teilweise zuriickgehen machen. Wegen 
schneller Ausscheidung des iiberschiissigen Kalks aus dem Blute 
und der starken ,,Affinitat‘‘ gewisser Phasen der Neurone (und 
anderer Gewebszellen) zu dem Kobragift darf man sich aber 
nicht iibertriebenen Erwartungen in bezug auf die giinstigen 
Wirkungen des CaCl, gegeniiber dem bereits resorbierten Gift 
hingeben. Wahrscheinlich ist Antivenin hier wirksamer. Ver- 
mutlich wiirden sich CaCl,-Lésungen auch gegeniiber Viperbi8 
und dem Bi® anderer giftiger Schlangen wirksam erweisen. 
(Ober die Wirkung gegen Bienengift vgl. Anhang.) 


Ill. Kapitel. 


Uber die teilweise Entgiftung von Kobragiftlésungen durch 
Antivenin unter Anwendung von Kaulquappen als Indicatoren. 

Bekanntlich ist es Calmette gelungen, Antivenine gegen 
Kobragift und das Gift von anderen Schlangen nach 4hnlichen 
Prinzipien wie bei der Darstellung von Antidiphtherieserum zu 
erhalten. 

Die folgenden Versuche sind sehr geeignet, um die Wirkung 
der Antikérper wahrend der Vorlesung zu demonstrieren. Sie 
zeigen aber auch, wie Kaulquappen dazu benutzt werden kénnen, 
den Wirkungsgrad eines Antiveninserums zu messen und die 
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quantitativen Verhiltnisse bei der Reaktion von Venin und 
Antivenin auf anderer Weise als bisher geschehen, zu studieren. 
Leider gingen uns das Antivenin und Kaulquappen von geeigneten 
Entwicklungsstadien aus, ehe die letztgenannten Verhiltnisse 
in wiinschenswerter Ausdehnung erforscht werden konnten. 
Die Untersuchung derselben soll im niachsten Friihling fort- 
gesetzt werden. 

Im Handeln kommt Antivenin sowohl in fliissiger als 


in fester Form in zugeschmolzenen Glasréhren vor: 

Zu Versuchszwecken ist die feste Form vorzuziehen, da dieselbe 
auch nach Offnung der Réhren gut haltbar ist. Wir haben aus- 
schlieBlich diese Form benutzt und das eingetrocknete Antiveninserum in 
0,2 bis 0,3°/,igen Lésungen von NaCl aufgelést, was im Wasserbad bei 37° 
rasch erfolgt. Wir haben die Lésungen von Kobragift und von Antivenin 
miteinander gemischt, einige Zeit vor Einsetzen der Kaulquappen, und 
zwar wurden die gemischten Lésungen vor Beginn des eigentlichen Ver- 
suchs teils bei Zimmertemperatur, teils bei 37° gehalten, in letzterem Falle 
aber stets vor Einfiihrung der Kaulquappen abgekiihlt. Diese Verhilt- 
nisse sind bei den einzelnen Versuchen angegeben. Ob iibrigens die 
Reaktion zwischen Venin und Antivenin wirklich eine meBbare Zeit 
erfordert, ist noch zu ermitteln. Das Nichtgelingen des ersten Versuchs, 
in dem Venin und Antiveninlésungen nur kurze Zeit vor Beginn des 
Versuchs in der Kialte gemischt wurden, fiihrte zur angegebenen MaB- 
regel; da aber beim ersten Versuche die Kobragiftlésung im Verhiltnis 
zu der Antiveninlésung wirklich zu stark genommen war, beweist das 
Nichtgelingen desselben nichts. In allen Fallen ist die Reaktion bei 
K6rpertemperatur eine recht rasche. 

Vorversuche mit 0,1 bis 1°/,igem Antivenin in 0,2 oder 0,3°/, igen 
Kochsalzlésungen gelést ohne Zusatz von Kobragift zeigten, da8 diese 
Lésungen keine schadlichen Wirkungen auf Kaulquappen ausiiben. Erst 
wenn dieselben nach einigen Tagen in Fiulnis geraten, kénnen sie 
schadlich wirken. 

Zunachst mégen drei parallele Versuche mitgeteilt werden, die bei 
einem Vortrage iiber die Wirkungsweise des Kobragiftes im hiesigen 
Arzteverein (31. V. 1910) demonstriert wurden.) 


Versuche mit Kaulquappen in 1:50000 und 1:100000 

Kobragift ohne Zusatz von Antivenin und 1:50000 

Kobragift mit Zusatz von */,°/,igem eingetrocknetem 
Antiveninserum. 


Um 65 p, m. des 31. V. wurden je zwei 17 bis 18 mm lange Kaul- 
quappen von Rana fusca in: 


1) Ein Autoreferat (schwedisch) iiber diesen Vortrag ist in der 
schwedischen Zeitschrift Hygiea erschienen. 


18* 
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A. 1:50000 Kobragift in 20 ccm dest. Wasser, 

B.1:100000 , ~ ae : 
und um 657 p. m. zwei andere Kaulquappen in 

C. 1:50000 Kobragiftin'/,°/,igemAntiveninserum(sico.), das 
in 0,2°/,igem NaCl gelést war. Diese Lésung wurde 3 Stunden vorher 
durch Mischung gleicher Volumina 1:25000 Kobragift in destilliertem 
Wasser und '/,°/,iger Lésung des festen Antiveninserums hergestellt. 

Beide Kaulquappen in A waren in weniger als einer halben Stunde 
véllig gelihmt, die beiden in B nach ca, 1 Stunde. Die Kaulquappen 
in C dagegen waren am Schlusse (ca. 83° p. m.) ebenso lebhaft beweglich 
wie vor Anfang des Versuches. Um 8 p. m. waren die Hautepithelien 
der Kaulquappen in A schon makroskopisch deutlich angegriffen, um 
8%° p. m. zum Teil abgelést. 

Nach dem Vortrage wurde der Versuch noch fortgesetzt: 

Um 1135 p. m. d. 31. V. beide Kaulquappen’ in C gut beweglich, 
héchstens etwas triger als normal. Ebenso um 114° a. m. des 1. VI.; 
ebenso um 2° p. m. des 2. VI. Noch am Abend des 4. VI. war eine 
Kaulquappe noch gesund, obgleich bereits Faulnisgeruch der Lésung 
eingetreten war. (Temp. walrend dieser Versuche 17 bis 18° C.) 


Versuch mit Kaulquappen in 1:25000 Kobragift in 
1°/,igem Antiveninserum. 

Kobragift und Antivenin 4 Stunden vor Beginn des Versuchs mit- 
einander gemischt und bei Zimmertemperatur gelassen. Temperatur 
wahrend des Versuchs 18 bis 201/,° C. 

Um 8° p. m. des 2. VI. 2 Kaulquappen in dieses Gemisch gesetzt. 

Um 11% p. m. des 2. VI. beide Kaulquappen véllig gesund und 
lebhaft beweglich. 

Um 11% a. m. des 3. VI. beide Kaulquappen noch lebhaft beweglich 


and gesund. 

Um 6° p. m. des 3. VI. beide Kaulquappen noch ziemlich gut 
beweglich. 

Um 8* p. m. des 3. VI. eine Kaulquappe noch beweglich, die andere 
bewegungslos. 


Um 1158 p. m. des 3. VI. ebenso. 

Am folgenden Morgen beide Kaulquappen tot. 

Dieser Versuch war, wegen Mangels geniigender Mengen Antivenin, 
der einzige, der mit 1°/,igen Lésungen von Antivenin ausgefiihrt wurde, 
und es ist daher méglich, daB der etwas frihzeitige Tod der Kaul- 
quappen mehr auf Zufilligkeiten beruht, als daB 1 °/, ige Antiveninlésungen 
nicht véllig ausreichend sind, Kaulquappen vor so starken Lésungen von 
Kobragift wie 1:25000 vdéllig zu schiitzen. 


Versuche mit Kaulquappen in Lésungen von Kobragift 
+- Antivenin. 


Nach Mischung der Kobragift- und der Antiveninserumlésungen 
wurden die gemischten Lésungen wahrend 21/, Stunden im Thermostaten 
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bei 37° gelassen (diese Zeit ist sicher unnétig lang) und nachher abgekiihIt. 
Die angegebenen Gehalte an Kobragift und Antivenin beziehen sich auf 
das fertige Gemisch. 

Bei jedem Versuche wurden je 20 ccm des Gemisches verwendet. 

Temperatur wahrend der Versuche 13 bis 14° C. 

Um 6% p. m. des 5. V. 1910 wurden: 


A. 4 Kq. in eine Lésung von 1:50000 Kobragift +- 1:250 Antivenins. (sicc.) 


GRE « « ‘és » 1:100000 ‘ + 1:1000 " a 
C. 4Kq., , ‘ » 1:100000 »  +1:2000 , . 
D. 5Kq., » » » 1:100000 . -+- 1:4000 ‘ ‘ 
gesetzt. 


Um 715 p.m. des 5. V. (also nach 65 Minuten) waren alle Kaulquappen 
in A, B und C noch gesund und lebhaft beweglich, in D dagegen alle 
mehr oder weniger stark affiziert (die Wirkung war hier schon um 6° p. m. 
leicht erkennbar), zwei derselben waren noch ziemlich gut beweglich, 
zwei nur noch schlecht beweglich und eine bereits unbeweglich. 

Um 74° p. m. des 5. V. Verhalten aller Kaulquappen in A, B und 
C unverandert, Lahmung der Kaulquappen in D etwas weiter geschritten, 
aber noch nicht bei allen vollstandig. 

Um 9° a. m. des 6. V. (fast 15 Stunden nach Beginn des Versuchs) 
alle Kaulquappen in A, B und C lebhaft beweglich, alle Kaulquappen 
in D dagegen vollig unerregbar, aber sonst sehr gut aussehend. 

Um 715 p. m. des 6. V. alle Kaulquappen in A, B und C lebhaft 
beweglich ; in D alle unerregbar, aber mit vorziiglich erhaltener Zirkulation, 

Um 1115 a, m. des 7. V. Kaulquappen in A, B und C gut beweglich; 
in D alle tot. 

Die Kaulquappen in A, B und C blieben noch wahrend mehrerer 


Tage gesund. 


Versuch mit Kaulquappen in 1:50000 Kobragift + 
1:1000 Antiveninserum. 


Um 627 p. m. des 7. V. drei Kaulquappen in eine Lésung, die 
1:50000 Kobragift und 1:1000 Antiveninserum (sicc.) enthielt. Die 
Mischung von Kobragift und Antivenin erfolgte 3 Stunden vorher und 
wurde bei 14° C. gelassen. 

Um 11! p. m. des 7. V. alle Kaulquappen noch beweglich, aber triage. 

Um 124° p. m. des 8. V. alle Kaulquappen unerregbar. Zirkulation 
aber noch gut erhalten. Protokoll nicht weiter gefiihrt. 

Antivenin 1:1000 ist also nicht geniigend stark, um das Nerven- 
system vor der vélligen Lahmung durch 1:50000 Kobragift zu schiitzen, 
setzt aber sonst die Wirkung des Kobragifts sehr stark herab. 


Aus diesen und anderen Versuchen kénnen die angenaherten 
Werte der Konzentrationen von Antiveninserum (sicc.) abgeleitet 
werden, die gerade ausreichen, Kobragiftlésungen von _be- 
kannter Konzentration so weit zu ,,neutralisieren, daB sie fiir 











278 I. Bang und E. Overton: 


das Nervensystem der Kaulquappen unschiadlich werden, aber 
nur uber einen kleinen Konzentrationsbereich. So geniigt 

1:4000 nicht, wohl aber 1:2000 Antivenin, um 1:100000 
Kobragift zu neutralisieren; 

1:400, vielleicht etwas weniger Antivenin ist ausreichend, 
um 1:50000 Kobragift unschédlich zu machen. 1:1000 Anti- 
venin geniigt hierzu nicht. 

1:100 Antivenin, vielleicht weniger, geniigt, um 1:25000 
Kobragift unschidlich zu machen. 

Es wire leicht, durch Ausfiihrung einer gréBeren Anzahl 
Versuche mit Kaulquappen in ihren, zu solchen Versuchen 
gunstigsten Entwicklungsstadien, die Werte noch viel genauer 
zu bestimmen und iiber einen viel gréBeren Konzentrations- 
bereich zu ermitteln, was woméglich im nichsten Frihling 
geschehen soll. 

Wahrend der wirksame Bestandteil des Kobragifts so auBer- 
ordentlich leicht durch die unbeschadigten Haut- und Kiemen- 
epithelien (und sicher auch in alle anderen Zellen) der Kaul- 
quappen eindringt, dringt das Antivenin iiberhaupt nicht ein, 
wie der folgende Versuch beweist. 


Versuch, um das Nichteindringen von Antivenin in 
Kaulquappen zu beweisen. 


Um 6%! p. m. des 4. VI. zwei Kaulquappen von Rana fusca (ca. 18mm 
lang), die seit 32° p.m. des 2. VI. (also ca. 51 Stunden) in 1°/,igem Antivenin- 
serum verweilt hatten und recht gesund und lebhaft waren, nach Abspiilen 
in reinem Wasser wahrend 5 bis 10 Sekunden in 1:100000 Kobragift 
(in dest. Wasser gelést) iibergefiihrt, und gleichzeitig zwei andere (etwas 
kleinere) Kaulquappen, die nicht mit Antivenin vorbehandelt waren, in 
dieselbe Menge 1:100000 Kobragift gesetzt. Temp. 201/,° C. 

Um 7°5 p. m. Kaulquappen in beiden GefaiBen fast gelihmt, aber 
periodenweise kurzdauernde, ungeschickte Bewegungen ausfihrend. 

Um 715 p. m. die zwei etwas gréBeren Kaulquappen aus dem Anti- 
veninserum fast, aber noch nicht ganz unerregbar, die zwei anderen 
unerregbar. 

Um 725 p. m. des 4. VI. alle Kaulquappen in beiden GefaSen viollig 
unerreg bar. 

Um 115* p. m. des 4. VI. alle Kaulquappen in beiden GefaBen in 
histologischer Desintegration begriffen. 

Die unbedeutend spiater eintretende vollstandige Lahmung 
bei den Kaulquappen aus der Antiveninlésung ist jedenfalls 
rein zufallig. 
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Kaulquappen von derselben GréBe werden hiufig erst nach 
ca. | Stunde (vgl. Kap. 1) in 1: 100000 Kobragift véllig gelihmt. 
Im iibrigen wird wahrscheinlich noch etwas Antivenin an der 
AuBenflache der Hautepithelien adsorbiert gewesen sein. Bei einer 
merklichen Aufnahme von Antivenin in die Kérper der Kaul- 
quappen miiBte die Lahmung, wenn iiberhaupt, erst nach vielen 
Stunden oder Tagen eintreten. 

Man kann diesen Versuch noch erganzen dadurch, daB8 man 
Kaulquappen zuerst in 1:600000 oder weniger Kobragift vollig 
lahmt und, nachdem die Lahmung einige Zeit bestanden hat, 
einen Teil der Kaulquappen in reines Wasser, einen Teil derselben 
in eine Lésung von Antivenin tberfiihrt. Wenn man fiir die 
nétige Bewegung der Fliissigkeiten sorgt, tritt eine Erholung 
der Kaulquappen in beiden Fallen ungefaihr gleich langsam ein, 
bei Mangel an Bewegung kénnen die Kaulquappen in der 
Antiveninlésung sich etwas rascher erholen (im iibrigen nicht 
beobachtet). 

Es darf mit einer an Gewibheit grenzenden Wahrscheinlich- 
keit angenommen werden, daf, auch bei Einspritzung von 
Antiveninserum in ein mit Kobragift vorbehandeltes Tier, das 
Antivenin nicht den wirksamen Teilen des Kobragifts bis in die 
Neurone hinein nachjagt, daB es vielmehr bloB einen groBen 
Teil der noch im Blutplasma und in der Gewebelymphe befind- 
lichen Giftmolekiile bindet. Dadurch verhindert es eine weitere 
Aufnahme des Gifts, resp. bei bereits eingetretenem Gleich- 
gewicht der Konzentration der Giftmolekiile in den Neuronen 
und in der diese umspiilenden Lymphe, dieses Gleichgewicht 
durch Verringerung der Giftkonzentration in dieser perineuronalen 
Lymphe stért und dadurch einen Austritt von einigen Gift- 
molekiilen aus den Neuronen veranlaBt. Diese wieder werden 
teilweise gebunden. So wird die Entgiftung herbeigefiihrt, wenn 
die Vergiftung nicht schon zu weit fortgeschritten war. 


IV. Kapitel. 

Uber die Speicherung von Kobragift durch die roten Blut- 
kérperchen und iiber die GréBe dieser Speicherung unter 
verschiedenen Bedingungen. 

Es ist schon aus friiheren Untersuchungen bekannt, daS 
Kobragift auBer seiner lihmenden Wirkung auf das Zentral- 
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nervensystem auch eine sogenannte lytische Wirkung auf ver- 
schiedene Zellen ausiibt, eine Wirkung, die auch in dieser 
Abhandlung beziiglich der Hautepithelien der Kaulquappen 
wiederholt zur Sprache gekommen ist. Diese Wirkung tritt, 
wie wir gesehen haben, stets erst bei viel héheren Konzen- 
trationen des Giftes ein als die, die zur Lahmung des Zentral- 
nervensystems ausreicht. Bisher ist diese Eigenschaft des 
Kobragiftes besonders bei den roten Blutkérperchen studiert 
worden. Die meisten Verfasser, namentlich die aus der Ehr- 
lichschen Schule, glaubten auch im Sekret der Giftdriisen 
mindestens zwei verschiedene giftige Verbindungen unterscheiden 
zu miissen, die sie als Hamolysin und Neurotoxin bezeichnet 
haben. Einige Verfasser haben sogar die Existenz einer ganzen 
Reihe giftiger Substanzen im Sekret postuliert, von der jede 
auf eine besondere Zellart schidlich einwirken sollte. Letztere 
Annahme ist in allen Fallen véllig unbegriindet, und es ist 
sogar sehr wahrscheinlich, daB das Neurotoxin und Hamolysin 
identisch sind. 

In allen Fallen beweisen die folgenden Versuche mit aller 
Schirfe, daB das sog. Neurotoxin von den roten Blutkérperchen 
in groBen Mengen ,,gespeichert‘‘ wird und da8 bei gleicher 
Konzentration des Neurotoxins in der umgebenden Lésung die 
gréBte Speicherung unter denselben Bedingungen erfolgt, unter 
den die Haimolyse am leichtesten eintritt, wobei namentlich der 
Einflu8 der verschiedenen Salze von groBer Bedeutung ist. 

Um die Menge des von einem gegebenen Volumen Blut- 
kérperchenbrei unter bekannten Bedingungen aufgenommenen 
Neurotoxins zu bestimmen, benutzten wir Kaulquappen als 
quantitative Indicatoren unter Benutzung der Daten, 
die im ersten Kapitel festgestellt worden sind. Daselbst 
fanden wir, daB bei Verwendung von ca. 40 com Fiiissigkeit 
eine Konzentration von 1:1000000 Kobragift gerade ausreicht, 
um Kaulquappen innerhalb ca. 24 Stunden vollstandig zu lahmen, 
und da8 die Lihmung um so rascher eintritt, je mehr die 
Konzentration diesen Grenzwert iiberschreitet. Wir haben 
gesehen, daB die Gegenwart von 6 bis 6'/,°/, Rohrzucker 
in den Kobragiftlésungen ohne EinfluB auf den Vergiftungs- 
verlauf ist, und daB die Gegenwart von 0,6 bis 0,65°/, NaCl zwar 
den Grenzwert etwas, aber doch nur um ca. 50°/, erhdht. 
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Aus den folgenden Versuchen, deren Anordnung aus den 
Protokollen ersichtlich ist, ergiebt sich das zuniachst sehr iiber- 
raschende Faktum, da8 Blutkérperchen weit mehr ,,Neurotoxin“ 
aus einer Lésung von Kobragift in Rohrzuckerlésung als aus 
einer gleich konzentrierten Giftlésung in isotonischer Kochsalz- 
lésung aufnehmen. Die Differenzen sind auBerordentlich groB, 
so daB von Versuchsfehlern keine Rede sein kann, um so weniger, 
als jeder von uns unter Anwendung etwas verschiedener Methoden 
zu gleichen Ergebnissen gekommen ist. 

Die zwei zunachst mitzuteilenden Versuche wurden mit 
zwei Portionen derselben Blutprobe ausgefiihrt. 


Versuch tiber die Speicherung von ,,Neurotoxin‘ durch 
die roten Blutkérperchen eines Kalbes. Blutkérperchen 
in Rohrzuckerlésung suspendiert. 18. Mai 1910. 


Zirka 15 ccm Blutkérperchenbrei von zentrifugiertem Kalbsblut 
wurden mit 200 ccm 8°/,iger Rohrzuckerlésung gemischt und diese Sus- 
pension aufs neue zentrifugiert. 

Von dem erhaltenen Brei wurden 4 ccm mit 50 cem der Lésung 
von folgender Zusammensetzung gemischt: 1 ccm einer frisch bereiteten 
Stammlésung von Kobragift (1:1000) + 49 cem 8°/,iger Rohrzucker- 
lésung (L). Die Mischung wurde von Zeit zu Zeit gut geschiittelt und 
nach 3/, Stunden zentrifugiert. Wiahrend dieser Zeit nahmen die Blut- 
kérperchen den gréGten Teil des Kobragiftes aus der Lésung in sich auf, 
wie der folgende Teil des Versuchs lehrt. Eine Hamolyse fand dabei 
nicht statt. 

20 com der resultierenden farblosen Zentrifugenfliissigkeit wurden 
abpipettiert und mit 20 com Wasser verdiinnt (Lésung L’). 

Um 11°? a, m. des 18. V. wurden 4 Kaulquappen von Rana fusca 
(ca. 16 mm lang) in diese Lésung (L’) eingefiihrt. 

Um 1° p. m., um 4*° p. m. und um 11° p. m. des 18. V. alle Kaul- 
quappen noch normal beweglich. 

Um 1° p. m. und um 8!° p, m. des 19. V. alle Kaulquappen noch 
normal beweglich. Ebenso wahrend der nachsten Tage. Temperatur 
wahrend des ganzen Versuchs 17 bis 18° C. 

Wenn die 4 ccm Blutkérperchenbrei kein Neurotoxin aus der ur- 
springlichen Lésung von Kobragift in 8°/,igem Rohrzucker (L) auf- 
genommen hitten, so miiBte die Lésung L’, in der sich die Kaul- 
quappen befanden, Neurotoxin in der gleichen Konzentration wie eine 
Kobragiftlésung von 1: 100000 enthalten haben, wahrend in Wirklichkeit 
die Kaulquappen sich so verhielten wie in einer Lésung, die weniger 
als 1:1000000 Kobragift enthalt. Die Blutkérperchen miissen also so 
viel Neurotoxin aus der 8°/,igen Rohrzuckerlésung L aufgenommen haben, 
daB sie (die Blutkérperchen) nach eingetretenem Gleichgewichtszustande 
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das Neurotoxin in einer mehr als 100 mal héheren Konzentration enthielten 
als die sie umgebenden Zuckerlésungen, da ja zu 50 ccm der Lésung L 
nur 4 ccm Blutkérperchenbrei zugesetzt worden waren. 


Versuch iiber die Speicherung von Neurotoxin durch 
die roten Blutkérperchen eines Kalbes. Blutkérperchen 
in Kochsalzlésung suspendiert. 18. Mai 1910. 


Zirka 15 ccm Blutkérperchenbrei von zentrifugiertem Kalbsblut 
wurden mit 200 com 8°/,iger Rohrzuckerlésung gemischt und diese Sus- 
pension aufs neue zentrifugiert. 

Von dem erhaltenen Brei von Blutkérperchen wurden 8 com zu 
50 com einer Lésung getan, die folgendermaBen zusammengesetzt war: 
1 com einer frisch bereiteten Stammlésung von Kobragift (1: 1000) -+- 49ccm 
0,8°/, iges NaCl (Lésung L). 

Wie im vorigen Versuche wurde diese Suspension von Blutkérperchen 
in der Lésung L 3/, Stunden unter hiaufigem Umschiitteln sich selbst 
tiberlassen und darauf zentrifugiert. Eine Hiaimolyse fand auch in diesem 
Falle nicht statt, und wie der folgende Teil des Versuchs lehrt, war von 
den 8ccm Blutkérperchen weniger Neurotoxin aufgenommen als von 
4 ccm Blutkérperchen im vorigen Versuche. 

20 ccm der abzentrifugierten farblosen oder fast farblosen Lésung 
wurden mit 20 com dest. Wassers verdiinnt (Lésung L’). L’ enthielt 
also neben etwas Kobragift 0,4°/, Natriumchlorid. 

Um 11" a. m. des 18. V. wurden 3 Kaulquappen in diese Lésung L’ 
gesetzt. 

Um 1% p. m. (also schon nach 1!/, Stunden) alle Kaulquappen 
zwar noch beweglich, aber ausgepragt trage. 

Um 2° p. m. alle Kaulquappen noch triger geworden. 

Um 4*° p. m. 1 Kaulquappe ganz unbeweglich, die 2 anderen auBerst 
schwer beweglich. 

Um 82° p. m. alle Kaulquappen véllig unbeweglich, Zirkulation noch 
erhalten, aber ziemlich triage. 

Um 11!7 p. m. des 18. V. Kaulquappen tot. 

Um 112° p. m. wurde die Lésung L’ mit der gleichen Menge Wasser 
verdiinnt (Lésung L”) und drei neue Kaulquappen eingesetzt. 

Um 1° p. m. des 19. V. zwei dieser Kaulquappen noch etwas beweg- 
weglich, aber trige. Um 85 p. m. des 19. V. eine Kaulquappe noch 
immer etwas beweglich, eine unbeweglich, aber noch mit Zirkulation, die 
dritte tot. 

Um 121° p. m. des 18. V. wurden weiterhin 25 com der abzentri- 
fugierten Lésung L (also wieder nach Aufnahme eines Teils des Kobra- 
giftes, resp. des Neurotoxins durch die Blutkérperchen) mit 175 com 
dest. Wassers verdiinnt und 4 Kaulquappen in diese Lésung, die L’” 
heiBen mag, gesetzt. 

Um 4 p. m. des 18. V. Bewegungen der Kaulquappen im wesent- 
lichen normal, vielleicht etwas trager als sonst. 
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Um 11° p. m. des 18. V. alle Kaulquappen noch beweglich, aber 
etwas triage. 

Um 1° p, m. des 19. V. alle noch etwas beweglich. 

Um 82° p. m. des 19. V. drei noch beweglich, aber sehr triage, die 
vierte unbeweglich. Alle mit gut erhaltener Zirkulation. 

Aus diesem Versuche ergibt sich, daB, wenn Blutkérperchen 
in einer 0,8°/,igen Kochsalzlésung, die etwas Kobragift enthilt, 
suspendiert werden, sie so viel Neurotoxin aus der Lésung auf- 
nehmen, da sie nach eingetretenem Gleichgewicht das Neuro- 
toxin in einer ca. 6mal héheren Konzentration enthalten als 
die sie umgebenden Lésungen. Dies gilt speziell fiir den Fall, 
da8B die umgebende Lésung nach eingetretenem Gleichgewicht 
ungefahr so viel Neurotoxin enthalt wie eine Lésung von 1:800000 
Kobragift. Dabei ist beriicksichtigt worden, da8 Kaulquappen 
zur volistandigen Lahmung in Kochsalzlésung eine etwas hdhere 
Kobragiftkonzentration erfordern als in einer Lésung ohne Salz. 

In allen Fallen nehmen Blutkérperchen mehr als 10 mal so viel 
Neurotoxin aus einer Lésung von Kobragift in 8°/,iger Rohrzucker- als 
aus einer gleich konzentrierten Kobragiftlésung in einer mit der Zucker- 
lésung isotonischen Kochsalzlésung. 

Von den zahlreichen anderen Versuchen, die in ahnlicher Weise 
angestellt wurden, soll nur der folgende im Auszug mitgeteilt werden. 

Je 0,2 ccm Blutkérperchenbrei vom Kalbsblute, das wie vorhin mit 
8°/,iger Rohrzuckerlésung ausgewaschen worden war, wurden mit folgenden 
zwei Lésungen gemischt: 

A. 50 ccm 1:100000 Kobragift in 8°/,igem Rohrzucker gelést. 

B. 50 com 1:200000 ‘~ » 8°/,igem ‘i ss 

Nach */, Stunden wurden die Lésungen A und B zentrifugiert. 

Darauf wurden 20 ccm der abzentrifugierten Fliissigkeit von A mit 
20 ccm dest. Wasser und 40 ccm 4°/,igem Rohrzucker verdiinnt und 
zwei Kaulquappen um 11** p. m. am 21. V. in diese Lésung gesetzt. 

Um 8*> a. m. des 22. V. waren beide Kaulquappen noch etwas 
beweglich, aber sehr trige; um 1025 p. m. des 22. V. vollig unbeweglich 
und ohne Zirkulation. 

Von der abzentrifugierten Lésung B wurden einmal wie bei A 20 com 
mit 20 com dest. Wasser + 40 ccm 4°/,iger Rohrzuckerlésung verdinnt; 
die resultierende Lésung bezeichnen wir mit B”’. AuBerdem wurden 
20 ccm von B nur mit 20 com dest. Wasser verdiinnt. Diese Lésung 
soll mit B’ bezeichnet werden. 

Um 11*® p. m. des 21. V. wurden je 2 Kaulquappen in die Lésungen 
B’ und B” gesetzt. 

In B’ waren die Kaulquappen noch nach 9 Stunden beweglich, 
aber trige, nach 23 Stunden vdllig gelihmt, aber mit vorziiglich erhaltener 
Zirkulation. Die Konzentration des Neurotoxins in dieser Lésung B’ miiBte 
etwas hdéher sein, als 1: 1000000 Kobragift in 4°/,iger Rohrzuckerlésung 
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entsprechen wiirde, In der Lésung B”, die gerade halb soviel Gift wie 
die Lésung B’ enthielt, blieben die Kaulquappen tagelang normal beweglich. 
Die Konzentration des Neurotoxins in dieser Lésung miiBte also geringer 
gewesen sein, als einer Kobragiftlésung von 1:1000000 entspriche. 

Die Verteilung des Neurotoxins zwischen gleichen Volumina Blut- 
kérperchen und 8°/,iger Rohrzuckerlésung wiirde sich aus dem Versuche 
zu ca. 200:1 ergeben. 

Der folgende Versuch wurde nach einer nur wenig modifizierten 
Methode ausgefiibrt. 

Versuch: 50 ccm Kalbsblut wurden mit 150 ccm 8°/,iger Rohr- 
zuckerlésung versetzt und darauf scharf zentrifugiert. Die Fliissigkeit 
wurde darauf abgegossen und die Blutkérperchen mit 8°/, iger Rohrzucker- 
lésung bis zum urspriinglichen Blutvolumen versetzt. Von dieser Blut- 
aufschwemmung wurden 4 Proben & 2 ccm abpipettiert und jede Probe 
mit 38 ccm 6,5°/,iger Rohrzuckerlésung verdiinnt. Zu den so erhaltenen 
Blutkérperchensuspensionen wurde in absteigender Menge so viel einer 
0,1°/,igen Kobragiftlésung zugesetzt, daB die Suspensionen folgende Gift- 
quantitaéten enthielten: 

a) 1:25000, b) 1:50000, c) 1:100000 und d) 1:200000. 

Nach 1 Stunde wurde scharf zentrifugiert, wonach man 38 bis 
39 ccm fast farblose Zuckerlésung von jeder Probe abpipettieren konnte. 

Um 6* p. m. des 18. IV. 1910 wurde in jede dieser abpipettierten 
Proben je eine Kaulquappe eingesetzt. 

Um 8° p. m. die Kaulquappen in a) unbeweglich, die Kaulquappen 
in den drei andern Lésungen noch beweglich. Zirkulation bei der Kaul- 
quappe in a) noch erhalten, ebenso um 11° p. m. aber schon trage. 

Um 10° a. m, des 19. IV. Kaulquappen in a) und b) unbeweglich, 
in c) und d) dagegen noch gut beweglich, ebenso nachmittag. 

Am 20. IV. die Kaulquappe in c) unbeweglich, aber mit erhaltener 
Zirkulation, die Kaulquappe in d) noch lebhaft beweglich. 

Auch aus diesem Versuche wiirde sich eine Teilung des 
Neurotoxins zwischen Blutkérperchen und Lésung in einem Ver- 
haltnis von mehr als 200: 1 zugunsten der Blutkérperchen ergeben. 

Wenn man die abzentrifugierten Blutkérperchen in der 
Probe a) mit ca. 40 ccm reiner, 6,5°/,iger Zuckerlésung versetzt, 
so geben dieselben so viel Neurotoxin wieder ab, daB Kaulquappen 
durch die Lésung vdollig gelahmt werden. Das Neurotoxin ist 
also von den Blutkérperchen nicht zersetzt worden, und die 
Aufnahme desselben durch die Blutkérperchen muB8 auf einem 
reversiblen ProzeB beruhen. 

Wir haben schon gesehen, da8, wenn Blutkérperchen in 
einer Kochsalzlésung suspendiert werden, die Kobragift in einer 
bestimmten Konzentration enthalt, sie viel weniger Gift auf- 
nehmen, als wenn sie in einer isotonischen Rohrzuckerlésung, 
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die Kobragift ir derselben Konzentration enthalt, suspendiert 
werden. Dem entspricht die Erfahrung, daB, wenn man gleiche 
Volumina Blutkérperchen, die sich vorher in derselben mit 
Kobragift versetzten 8°/,igen Rohrzuckerlésung mit Gift beladen 
haben, einerseits mit einer 8°/,igen Rohrzuckerlésung, anderer- 
seits mit einer gleichen Menge isotonischer Kochsalzlésung be- 
handelt, sie vielmehr Gift an die Kochsalzlésung als an die 
Zuckerlésung abgeben, was wieder durch Anwendung von Kaul- 
quappen als quantitative Indicatoren gezeigt werden kann. 

Da8 Kaulquappen nur eine wenig héhere Konzentration 
von Kobragift erfordern, um vollig gelahmt zu werden, wenn 
sich das Kobragift in einer Kochsalzlésung anstatt in einer 
isotonischen Rohrzuckerlésung oder in reinem Wasser gelést 
findet, wahrend Blutkérperchen aus einer mit Kobragift ver- 
setzten Kochsalzlésung viel weniger Neurotoxin aufnehmen als 
aus gleich konzentriertem Kobragift in Zuckerlésung, ist an und 
fiir sich eine merkwiirdige Tatsache, spricht aber keineswegs 
gegen die Identitaét von Neurotoxin und Hamolysin in Kobra- 
gift, da Bang") schon friiher gezeigt hat, daB das Kobragift- 
haimolysin von Blutkérperchen, die in Zuckerlésungen suspendiert 
sind, viel reichlicher aufgenommen wird als durch solche, die 
in Lésungen von Natriumchlorid oder andern Salzen auf- 
geschwemmt sind. In derselben Arbeit hat Bang versucht, 
eine Erklarung d.eser Tatsache zu geben. 

Wenn Blutkérperchen sich in einer mit Kobragift versetzten 
Rohrzuckerlésung mit Gift beladen haben, so geben sie einen 
bedeutend gréBeren Teil des Giftes wieder ab, wenn sie durch 
Wasser hamolysiert werden, als wenn sie mit einem gleichen 
Volumen Zuckerlésung versetzt werden. Dies macht es wahr- 
scheinlich, daB das Kobragift in den Blutkérperchen nicht bloB 
von den Lipoiden der Blutkérperchen gespeichert werden, sondern 
auch von in Wasser loslichen Bestandteilen der Blutkérperchen, 
z. B. deren Alkalisalzen gebunden werden, wie dies von Bang 
schon friiher vermutet worden ist. Da Blutkérperchen viel 
weniger Kobragift aus Kochsalzlésungen als aus Rohrzucker- 
lésungen bei gleichem Kobragiftgehalt der beiden Lésungen auf- 
nehmen, so kénnen die ersteren bei der Haimolyse durch viel 
Wasser natiirlich auch nur weniger Gift wieder abgeben. 

1) Bang, diese Zeitschr. 18, 441, 1909. 
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Der folgende Versuch gibt einen Uberblick tiber diese Ver- 


haltnisse. 

Versuch: Kalbsblut wurde mit 0,8°/,iger Kochsalzlésung resp. mit 
8°/,iger Rohrzuckerlésung ausgewaschen, zentrifugiert und die Blut- 
kérperchen bzw. mit Kochsalz und Rohrzucker von den genannten Kon- 
zentrationen bis zum urspriinglichen Blutvolumen versetzt. 

2 ccm der beiden Aufschwemmungen wurden bzw. mit 40 ccm 
Zuckerlésung und mit 40 ccm NaCl-Lésung gemischt und zu den beiden 
Suspensionen so viel Kobragift zugesetzt, als einer mittleren Konzentration 
von 1:50000 entpricht. 

Nach 1!/, Stunden wurden die beiden Proben zentrifugiert und 
darauf sowohl die Blutkérperchen der Zuckerlésung wie die der Kochsalz- 
lésung durch je 40 com Wasser hamolysiert. Wir bezeichnen die erste 
haimolysierte Lésung mit A, die zweite mit B. 

Um 1° p. m. des 21. V. 1910 wurde je eine Kaulquappe in die 
Lésungen A und B eingesetzt. 

Um 5%° p, m. des 21. V. die Kaulquappe in A bereits tot, die in 
B noch etwas beweglich; spiter starb auch diese. 

Um 58? p. m. des 21. V. wurden 20 com von A mit 20 com Wasser 
(= Lésung A,) und 10 ccm A mit 30 com Wasser (— Lésung A.) verdiinnt. 
In die Lésungen A, und A, wurde je eine Kaulquappe gesetzt. 

Um 6!° p. m. des 21. V. wurden auch 20 com der Lésung B mit 
der gleichen Menge Wasser verdiinnt (— Lésung B,) und eine Kaulquappe 
eingesetzt. Diese letzte Kaulquappe (in B,) blieb tagelang beweglich. 

Um 6!° p, m. des 21. V. die Kaulquappen in A, und A, noch gut 
beweglich, aber beide am folgenden Morgen schon tot. 

Um 94° a, m. des 22. V. wurden 5 ccm der Lésung A mit 35 ccm 
Wasser (= Lésung A,) und 2'/, com der Lésung A mit 37!/, com Wasser 
verdiinnt (— Lésung A,) und in diese beiden Lésungen je eine Kaulquappe 
gesetzt. Die Kaulquappe in A, iiberlebte, die in A, starb innnerhalb 24 Stdn. 

Dieser Versuch wurde noch dadurch erginzt, daB je 20 ccm 
der Rohrzuckerlésung, aus der die Blutkérperchen einen groBen 
Teil des Giftes aufgenommen hatten, nach dem Zentrifugieren 
abpipettiert wurden und mit 20 com Wasser verdiinnt (— Lésung C) 
und ebenso 20 ccm der Kochsalzlésung, aus der die Blut- 
kérperchen Gift aufgenommen hatten, mit 20 ccm Wasser ver- 
setzt (— Lésung D). 

Um 1*° p. m. des 21. V. 1901 wurden je zwei Kaulquappen 
in diese Liésunger C und D gesetzt. 

Die Kaulquappen in C iiberlebten mehrere Tage, die in D 
waren schon nach 5 Stunden beide tot. 


In Kapitel Il wurde gezeigt, daS Anwesenheit von 
Magnesiumchlorid in einer Kobragiftlésung, in der sich Kaul- 
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quappen befinden, nur einen geringen EinfluB auf den Verlauf 
der Vergiftung hat. Es wird dadurch nur wie bei Anwesenheit 
von NaCl in der Lésung die Minimalkonzentration des Kobra- 
giftes, die zur vollstandigen Narkose der Kaulquappen erforderlich 
ist, etwas erhéht. Bang hatte aber friiher gefunden, daB Blut- 
kérperchen aus einer mit Kobragift versetzten Magnesiumchlorid- 
lésung viel weniger Kobra-Hamolysin aufnehmen als aus einer 
isotonischen mit Kobragift versetzten Rohrzuckerlésung. Es 
miBte darum von Interesse sein, die Aufnahme von Neurotoxin 
aus magnesiumchloridhaltigen Lésungen durch Blutkérperchen 
zu untersuchen. Der folgende Versuch gibt Aufschlu8 hieriiber. 


Versuch: 50 ccm Kalbsblut wurden mit 8°/,iger Rohrzuckerlésung 
ausgewaschen, zentrifugiert und die Blutkérperchen mit einer frischen 
Zuckerlésung bis zum urspriinglichen Blutvolumen versetzt. Von dieser 
Blutkérperchen-Suspension wurden 2 Proben zu je 2 ccm genommen und 
jede Probe mit 38 ccm 8°/,iger Rohrzuckerlésung versetzt. Zu der einen 
Probe, die als B bezeichnet sei, kamen au®erdem 0,5°/, einer 4°/,igen 
kryst. Magnesiumchloridlésung (MgCl, -+- 6 Aq). Der Gehalt dieser Lésung B 
an Magnesiumchlorid (MgCl, + 6Aq) betrug also 0,5°/o,. 

Die andere Probe, die wir mit A bezeichnen, enthielt kein Salz. 

Zu den Blutkérperchensuspensionen A und B wurde so viel einer 
1°/g9igen Kobragiftlésung zugesetzt, daB die mittlere Konzentration des 
Kobragiftes in beiden 1:50000 betrug. 

Nach 1/, Stunde Stehen bei 19° C wurden A und B zentrifugiert, 
worauf je 20 com des Abgusses von A und B mit 20 ccm Wasser ver- 
diinnt wurden. Die so verdiinnten Lésungen bezeichnen wir mit A, 
und B,. 

Um 815 p. m. des 17. V. wurde je eine Kaulquappe in jede dieser 
Lésungen A, und B, gesetzt. 

Die Kaulquappe in A, blieb itiber 2 Tage beweglich. Am Morgen 
des 18. war die Kaulquappe in B, bereits tot. 

Um 93° a, m. des 18. wurden 10 ccm des Abgusses von B mit 
30 ccm Wasser verdiinnt (Lésung B,) und eine Kaulquappe in diese 
Lésung B, gesetzt. 

Um 5%° p. m. des 18. war die Kaulquappe in B, sehr triage und 
am nichsten Morgen tot. 

DaB Zusatz von maBigen Mengen Calciumchlorid (0,1 bis 0,2°/,) 
zu Kobragiftlésungen die Giftigkeit dieser Lésungen auBerordentlich 
stark herabsetzt, sowohl beziiglich deren Einwirken auf das Zentral- 
nervensystem wie auf die Hautepithelien usw., haben wir im zweiten 
Kapitel gezeigt. Bang fand dasselbe fiir die hamolytische Wirkung des 
Kobragiftes. 

Alle diese Ergebnisse sprechen sehr zugunsten der An- 


nahme, da8 das Hiamolysin des Kobragiftes sich nicht von 
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dem Neurotoxin unterscheidet, wenn auch zugegeben werden 
muB, daB der strenge Beweis dafiir in quantitativer Hinsicht 
noch nicht erbracht ist. 

Es wurden zum Schlusse einige Versuche ausgefiihrt, um 
einen etwaigen LEinflu8 von Suspensionen von Lecithin, 
Cholesterin und Oliven6l in den Lésungen, in denen Kaul- 
quappen sich befanden, auf den Verlauf der Kobragiftintoxikation 
zu untersuchen. Die Versuche hatten zwar ein positives Er- 
gebnis, indem alle drei Stoffe die Giftwirkung abschwichen, 
doch ist diese Wirkung keineswegs stark, am starksten noch 
fir Olivendl. Es muB indessen bemerkt werden, daB schon 
recht geringe Zusatze Lecithin in Form der gewodhnlichen 
Handelsprodukte an und fiir sich schidlich auf Kaulquappen 
wirken, und zwar verschiedene Handelsprodukte in ungleichem 
Grade. So bewirkte ein Zusatz von 1:2000 sog. Agfa-Lecithin 
der Zusatz geschah in Form einer Lésung von Lecithin in 
Methylalkohol zum Wasser, wobei die Menge Methylalkohol weit 
unter dem schiadlichen Werte blieb) schon nach ca. 5 Stunden den 
Tod. Zus&tze von 1:4000 und 1:8000 wurden bedeutend langer 
ertragen, fiihrten aber auch innerhalb 36 bis 48 Stunden zum 
Tode der Kaulquappen. Beim Studium des Einflusses von 
Lecithin auf die Wirkung von Kobragift miissen also entweder 
auBerst geringe Lecithinmengen genommen werden oder es muB 
die Schnelligkeit, mit der die Lahmung eintritt, als MaSstab 
der Wirkung dienen. Es seien nun einige wenige Versuche 
iiber die abschwichende Wirkung der drei genannten Stoffe 
hier mitgeteilt. 

Versuch mit Lecithin. 

Um 647 p. m. des 24. IV. 1910 wurden je 2 Kaulquappen in folgende 
drei Lésungen gesetzt: 

a) 40 com einer Lésung, die 1:8000 Lecithin (Mercks Priaparat) 
und 1:50000 Kobragift enthielt. 

b) 40 com 1:8000 Lecithin +- 1:100000 Kobragift. 

c) 40 com 1:8000 Lecithin -+- 1:200000 Kobragift. 

Um 8° p.m. Kaulquappen in a), b) und c) alle noch beweglich; die 
in a) waren es sicher nicht mehr gewesen nach dieser Zeit ohne Zusatz 
von Lecithin, die in b) wahrscheinlich nicht mehr. 

Um 1115 p. m. des 24. Kaulquappen in a) tot, Epithelien an- 
gegriffen, die Kaulquappen in b) waren noch beweglich, aber triage und 
selbst die Kaulquappen in c) weniger beweglich als normal. Das Ver- 
halten der Kaulquappen war ungefahr dasselbe wie in Lésungen von 
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1:300000 und 1:500000 Kobragift ohne Zusatz von Lecithin nach 
gleicher Versuchsdauer. Am nichsten Morgen waren indessen auch die 
Kaulquappen in b) und c) bereits tot. 

Sehr ahnlich verliefen die tbrigen Versuche iiber den Einflu8 von 
Lecithinzusatz zu den Lésungen. Immer war der EinfluB deutlich ab- 
schwachend, besonders in den ersten Stunden, aber nicht eigentlich stark 
zu nennen. 

Aufschwemmungen von 1:10000 Cholesterin in den Kobragift- 
lésungen hatten ebenfalls nur eine etwas abschwichende Wirkung auf 
die Vergiftungserscheinungen. Es ist indessen zu bemerken, daB Kaul- 
quappen das Cholesterin durch den Magen aufnehmen, wie an der Ent- 
leerung von weiBen Exkrementen, die fast ginzlich aus Cholesterin be- 
stehen, leicht zu erkennen ist. 

Wenn das Cholesterin vor Einsetzen der Kaulquappen in die 
Lésung entfernt wird, so ist die abschwaichende Wirkung eine deutlichere. 


Versuche mit Olivendl. 

Versuch 1. 100 ccm Olivenél wurden wihrend 4/, Stunde mit 
festem Bariumoxyd im Wasserbad gekocht und von den gebildeten Barium- 
seifen abfiltriert. 

Darauf wurden je 25 ccm 1:250000 Kobragift a) mit 10 ccm, 
b) mit 5 ccm, c) mit 2,6 ccm des gereinigten Olivendls versetzt und die 
3 Mischungen darauf wiahrend !/, Stunde durch eine Schiittelmaschine 
geschiittelt. In a) und b) war das Ol nach 1 Stunde scharf von der 
Wasserlésung getrennt, in c) dagegen war das Ol] emulsioniert. Alle 
Proben wurden filtriert. Filtrate von a) und b) ganz klar, Filtrat von c) 
schwach opalescierend. 

Zu 20 cem jeder der 3 Filtrate wurden 20 ccm Wasser zugesetzt 
so daB die Lésungen 1:500000 Kobragift enthalten muBten, wenn ein 
Teil des Giftes nicht in das Ol iibergegangen wire. Darauf wurden je 
2 Kaulquappen in die 3 Lésungen gesetzt. Noch nach 2 Tagen waren 
alle Kaulquappen lebhaft beweglich, so da in allen 3 Proben das Ol] 
mehr als die Hialfte der wirksamen Bestandteile des Kobragiftes (oder 
wenigstens des Neurotoxins) den wisserigen Loésungen entrissen haben 
muBte. 

Versuch 2. 100 ccm Olivenél wurden mit ca. 25 ccm 20°/,igem 
NaOH versetzt, mit Wasser verdiinnt, gut durchschiittelt und mit Ather 
ausgeschiittelt. Die atherische Lésung wurde so lange mit wiederholt 
gewechseltem Wasser ausgeschiittelt, bis das Waschwasser nicht mehr 
mit Phenolphthalein reagierte und darauf der Ather auf dem Wasser- 
bade verjagt. 

Sodann wurden je 40 ccm einer Lésung von 1:50000 Kobragift 
mit a) 1 ccm, b) 0,5cem und c) mit 0,2 cem dieses neutralen Oles versetzt 
und !/, Stunde lang (in der Maschine) geschiittelt, worauf in jede Lésung 
ohne vorhergehende Filtration 1 Kaulquappe zugesetzt wurde. 

In Lésungen b) und c) starben die Kaulquappen nach 11/, Stunden. 
In Lésung a) iiberlebten sie mehr als 24 Stunden. Drei andere Lésungen 
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a}, b!, c! wurden auf dieselbe Weise bereitet, aber vor der Einfiihrung 
der Kaulquappen filtriert. 

Um 9%° a. m. des 12. V. 1910 wurde je 1 Kaulquappe in die 
filtrierten Lésungen gesetzt. 

Um 92° a. m. des 13. V. (also nach 24 Stunden) waren die Kaul- 
quappen in den Lésungen a! und b! noch recht lebhaft, die in c! 
etwas trage. 

Um 123° p, m. des 13. V.: Kaulquappe in co! sehr trige, die in a 
und b! lebhaft. 

Um 6° p. m. des 13. V.: Kaulquappe in c! fast ginzlich unbeweglich. 

Um 93° a. m. des 14. V.: Kaulquappe in c! tot, die in a! und b! noch 
lebhaft. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB8 das Olivenédl den 
Lésungen ganz bedeutende Mengen Kobragift entzogen hatte. 
Immerhin ist die abschwiachende Wirkung des Ols auf die In- 
toxikation durch Kobragift viel geringer als die durch Zusatz von 
Calciumsalzen. Es ist auch nicht ausgeschlossen, daB bei den 
verschiedenen Operationen etwas Kobragift zerstért worden ist. 


Anhang. 


Verhalten von Kaulquappen in Lésungen von Tetanusgift, 
Diphtheriegift und Bienengift. 


Nach den Erfahrungen mit Kobragift lag der Gedanke nalie, Kaul- 
quappen auch beim Studium der Bakterientoxine zu verwenden. 
Unsere bisherigen Versuche mit Tetanus- und Diphtheriegift- 
lésungen fihrten indessen zu keinem Erfolge, da Kaulquappen sich 
auBerst unempfindlich gegen Lésungen dieser Gifte erwiesen. 

Bekanntlich pflegt man die Stammlésungen dieser Gifte mit Toluol 
zu versetzen, um sie haltbarer zu machen. Verwendet man dalier eine 
unverdiinnte Stammlésung zu Versuchen mit Kaulquappen, so werden 
diese sehr rasch durch das geléste und in Suspension befindliche Toluol 
getétet. Werden die Stammlésungen mit ca. der 10fachen Menge Wasser 
verdiinnt, so tritt sehr rasch Narkose der Kaulquappen ein; diese Nar- 
kose wird nach Uberfiihrung der Kaulquappen in reines Wasser schon 
nach wenigen Minuten wieder aufgehoben, sofern die Narkose nicht zu 
lange gedauert hat. — Wenn aber die Stammgiftlésungen etwas weiter, 
z B. mit der 30 oder 40fachen Wassermenge verdiinnt werden, 
so zeigen sich die erhaltenen Lésungen (50 bis 100 ccm Lésung wurden 
zu den Versuchen verwendet) v6llig ohne Wirkung auf Kaulquappen 
selbst nach 24 bis 36 Stunden, obgleich die Stammlésung der Di- 
phtheriegifte’) so stark war, daf 0,01 ccm fiir 100g Meerschweinchen 
tédlich war. 


1) Die Diphtheriegiftlésung verdanken wir der Giite von Herrn 
Dr. Madsen. 
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Es ist allerdings zu bemerken, da8 die Versuche bei gewéhnlicher 
Zimmertemperatur ausgefiihrt wurden, und es ist nicht unmdéglich, daB 
man bei héherer Temperatur oder mit anderen Bakteriengiften giinstigere 
Erfolge haben wird. Die Zeit reichte nicht aus, die Versuchsbedingungen 
in wiinschenswerter Weise zu variieren. 

Mehr Erfolg hatten unsere Versuche mit Bienengift insofern, als 
sich hier die giinstige Wirkung eines Zusatzes von Calciumchlorid zu den 
Giftlésungen sehr leicht erweisen lieB, obgleich die Wirkung viel geringer 
als bei Kobragift ist. 

Die Versuche wurden in der Weise ausgefiihrt, daB die Giftblasen 
von ca. 200 (durch Atherdémpfe getéteten) Bienen mit 8 com Wasser 
zerrieben wurden, die Lésung filtriert und diese Stammlésung sofort zur 
Bereitung der eigentlichen Versuchslésungen verwendet wurde. 

Vorversuche zeigten, daB, wenn Kaulquappen in 0,3 ccm einer solchen 
Stammlésung -+- 10 oder 20 com Wasser gesetzt wurden, sie in weniger 
als 1 Stunde starben, wobei in erster Zeit starke periphere Reizung, bald 
aber zentrale Stérungen eintraten. Die Zirkulation erhilt sich noch zu 
einer Zeit, in der die Hautepithelien bereits stark angegriffen sind. 

In Gemischen von 0,3 ccm Stammgiftlésung -+ 40 ccm Wasser 
waren die peripheren Wirkungen zunachst ziemlich gering, aber die Kaul- 
quappen wurden nach 1 Stunde sehr triage, aber doch noch etwas be- 
weglich. Nach 3 Stunden waren sie schon tot, die Hautepithelien nur 
wenig angegriffen. 

In Gemischen von 0,25 ccm Stammlésung -+- 100 ccm Wasser 
lebten Kaulquappen bedeutend linger; nach 12 Stunden waren sie in- 
dessen schon sehr triige und starben nach 20 bis 40 Stunden. 

Lésungen von 0,25 ccm Stammgiftldsung auf 200 ccm Wasser 
zeigten sich als im wesentlichen indifferent fiir Kaulquappen. 

In Gemischen von 0,25 com Stammgiftlésung -+ 20 ccm 0,2°/jiger 
CaCl,-Lésungen dagegen zeigten Kaulquappen nicht die geringsten 
Stérungen selbst nach 5 bis 6 Tagen; sie starben indessen in Gemischen 
von 0,25 ccm Stammlésung Bienengift + 10 ccm 0,2°/,iger CaCl,- 
Lésungen, aber erst nach viel langerer Zeit als in parallelen Versuchen 
ohne Zusatz von CaCly. 

Wiederholte, streng parallele Versuche zeigten, daB ein Zusatz 
von 0,2°/,igem CaCl, zu Bienengiftlésungen die Toxizitat dieser 
Lésungen mindestens um 4 bis 6mal herabsetzt. Selbstverstindlich 
wurde auch bei diesen Versuchen nur krystallisiertes Calciumchlorid 
(CaCl, + 6Aq) zur Bereitung der Liésungen verwendet. 

Wegen der geringen Haltbarkeit von Bienengiftlésungen und ihrer 
weniger charakteristischen resorptiven Wirkungen haben wir indessen die 
Versuche nicht weiter fortgesetzt. 


Zusammenfassung einiger der wichtigeren Resultate. 
1. Werden junge Kaulquappen in Lésungen von Kobragift 


in reinem Wasser gesetzt, so wird das ganze Zentralnerven- 
19* 
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system schon bei Konzentrationen von 1:1000000 innerhalb 
ca. 24Stunden vollstandig gelahmt; bei sehr reichlichen Mengen 
Lésung sogar nach langerer Zeit bei 1: 1500000. 

2. Selbst nach Verweilen in Lésungen von 1: 400000 oder 
1:500000 Kobragift wahrend mehrerer Tage bleibt die Zirkulation 
besonders bei nicht zu hoher Temperatur erhalten, und nach 
Ubertragung in reines Wasser kénnen die Kaulquappen sich 
allmahlich, aber recht langsam erholen. Die Vergiftung ist in 
solchen Lésungen eine reversible. 

3. In Lésungen von 1:25000 tritt vollstaéndige Narkose 
nach ca. 10 bis 15 Minuten ein, bei 1:50000 in ca. 20 bis 
25 Minuten, in 1:100000 nach ca. 1 Stunde, in 1:300000 nach 
ca. 3 bis 4 Stunden. 

4. Bei Konzentrationen von mehr als 1:400000 ist die 
Vergiftung nach Verlauf von einigen Stunden nicht mehr 
reversibel, indem die Hautepithelien allmahlich angegriffen 
werden, bei Konzentrationen von mehr als 1:100000 sogar 
recht rasch. 

5. Kaulquappen, die bereits ein oder mehreremal durch 
Kobragift gelahmt gewesen sind, aber nach Uberfiihrung in 
reines Wasser sich erholt haben, wurden bei ca. derselben Kon- 
zentration des Kobragiftes wie bei der ersten Vergiftung gelahmt. 

6. Das Gift dringt mindestens ebenso schnell, wahrscheinlich 
noch schneller durch die lebendige, unbeschidigte Haut- und 
Kiemenepithelien als Chloralhydrat, dagegen etwas langsamer 
als die meisten anderen Narkotica. Das Eindringen muB8 sehr 
viel rascher sein als das von Glycerin und Harnstoif. 

7. Die Gegenwart von Calciumsalzen in den Kobragift- 
lésungen setzt die Toxizitét der Lésungen stark herab, um so 
starker, je konzentrierter die Calciumlésungen sind. Allzu kon- 
zentrierte Lésungen von Calciumsalzen wirken indessen selber 
schidlich auf Kaulquappen, so z. B. Lésungen von CaCl, von 
mehr als */,°/,. Bei Gegenwart von */,°/, CaCl, in einer 
Kobragiftlosung muB das Kobragift, um die gleichen Wirkungen 
auszuiiben, ca. 100mal konzentrierter sein als in einer Lésung 
ohne CaCl,. 

8. Sehr verdiinnte Lésungen von Ca(OH),, z. B. solche von 
1:50000 wirken bedeutend starker als aquivalente Lésungen 
von CaCl,. 
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9. Magnesium- und Natriumsalze schwichen ebenfalls die 
Toxizitét in Kobragiftlésungen bis zu einem gewissen Grade, 
aber aufierordentlich viel weniger als Calciumsalze. 

10. Durch Anwesenheit von Antivenin in Kobragiftlésungen 
kann die Toxizitét der letzteren sehr stark herabgesetzt werden. 

1l. Das sog. ,,Neurotoxin“ wird von den roten Blut- 
kérperchen aus isotonischen Rohrzuckerlésungen auBerordentlich 
stark gespeichert, bedeutend schwicher aus isotonischen Koch- 
salzlésungen. Das Neurotoxin ist wahrscheinlich identisch mit 
dem Hamolysin des Kobragiftes. 

12. Die mit Neurotoxin beladenen roten Blutkérperchen 
kénnen dieses wieder abgeben, wenn die Konzentration des 
Neurotoxins in die die Blutkérperchen umgebende Lésung 
abnimmt. 

13. Neurotoxin wird mehr oder weniger von Lecithin, 
Cholesterin und besonders Olivenél gespeichert. Auch dieser 
Vorgang ist reversibel. 

14. Die Toxizitét von Bienengiftlésungen fiir Kaulquappen 
wird durch Zusatz von 0,2°/, CaCl, ziemlich stark (4 bis 6mal) 
herabgesetzt, aber doch viel weniger als die von Kobragift. 











Das Verhalten der Schardingerschen Reaktion gegeniiber 
Colostralmilch von Kihen. 


Von 
Richard Reinhardt und Ernst Seibold. 


(Aus dem Institut fiir Seuchenlehre der K, Tierarztl. Hochschule 
in Stuttgart.) 


(Eingegangen am 29, Januar 1911.) 


Im Jahre 1902 hat Schardinger') seine Beobachtung 
veroffentlicht, wonach frische, ungekochte Milch, mit einer ent- 
sprechenden Menge eines Formalin-Methylenblaugemisches ver- 
setzt, diese Lésung bei einer optimalen Temperatur von 70° 
innerhalb 10 Minuten entfarbe, wahrend die Reaktion bei Ver- 
wendung von iiber 70° erhitzter oder mit Wasser vermischter 
Milch ausbleibe; diese Erscheinung lasse sich zum Nachweis 
einer stattgehabten Erhitzung der Milch oder einer Verfalschung 
derselben mit Wasser verwenden. 

Die Befunde Schardingers wurden in den folgenden Jahren von 
verschiedenen Autoren bestatigt, so von Utz?), Smidt*), Seligman’), 
Brand®*), Sommerfeld®), Raudnitz’?), Trommsdorff*) u.a. Es 
wurde jedoch von einzelnen die weitere Beobachtung gemacht, daB die 
Reaktion unter Umstianden auch in gekochter oder pasteurisierter Milch 


1) Zeitschr f. Nahrungs- u. GenuBmittel 1902, 1113. 

2) Milchzeitung 1903, 32. 

3) Hygienische Rundschau 1904, 1137. 

4) Zeitschr. f. Hygiene 52, 161 und 58, 1. 

5) Miinch. med. Wochenschr. 1907, 821. 

6) Hygien. Zentralbl. 1908, 1. 

7) Ergebnisse der Physiologie 2, 1 und Sammelreferate. 
8) Centralbl. f. Bakt., I. Abt., Orig. 49, 291. 
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wieder auftreten kann, so daB das Schardinger-Reagens kein absolut 
sicheres Mittel zur Unterscheidung roher von gekochter Milch darstellt. 
Und andererseits wurde gefunden, da die Entfirbung auch einmal in 
ungekochter Milch ausbleiben kann. So hat Brand (I. c.) mit Milch von 
2 Kiihen, die eine etwas wiisserige Milch lieferten, keine Entfarbung der 
Mischung erzielen kénnen. Trommsdorff (I. c.) fand ebenfalls einmal, 
daB keimfrei gewonnene Milch die Reaktion nicht gab. 

Neuestens haben zwei nahezu gleichzeitig, aber unabhingig voneinander 
erschienene Ver6ffentlichungen, die sich mit der Schardinger-Reaktion 
befassen, die Aufmerksamkeit auf sich gelenkt. In den beiden Arbeiten, 
die Koning!) und Schern®?) zu Verfassern haben, werden die Beob- 
achtungen Schardingers im gioBen ganzen — allerdings mit gewissen 
Einschrinkungen — bestitigt; die beiden eben genannnten Autoren stellen 
als Norm den Satz auf, daB 10 ccm Milch von gesunden Kiihen, die min- 
destens 3 Wochen vorher geboren haben, bei Zusatz von 1 ccm Formalin- 
Methylenblaulésung (F. M.) im Wasserbad von 45° innerhalb 12 Minuten 
entfirbt werden. Schern weist indes in seiner Veréffentlichung gleich- 
zeitig darauf hin, daB die Reaktion ausbleibt, wenn es sich um Milch 
aus einem kranken Euter handelt, oder wenn zu dem Versuch Milch von 
Kiihen verwendet wird, die kurz zuvor geboren haben. In der andern 
Arbeit wird von Koning die Beobachtung Scherns beziiglich des Aus- 
bleibens der Entfarbung bei Milch von frischmilchenden Kihen bestatigt. 
Bei der Untersuchung von kranker Milch aber kommt Koning zu einem 
andern Resultat als Schern; er hat gefunden, daB solche Milch Formalin- 
Methylenblaulésung auffallend rasch entfarbt. 

Da die Untersuchungsergebnisse der beiden Autoren in 
manchen Punkten nicht ganz iibereinstimmen, erschien es uns 
angezeigt, weitere diesbeziigliche Untersuchungen anzustellen, 
um so mehr, als Koning und Schern geneigt sind, aus ihren 
Untersuchungsergebnissen zum Teil ziemlich weitgehende Folge- 
rungen zu ziehen, Folgerungen, die, falls ihre Richtigkeit be- 
stitigt werden kénnte, der Schardinger-Reaktion eine groBe 
Bedeutung fiir die praktische Milchhygiene und fiir das Molke- 
reiwesen sowohl als fiir die forensische Veterinarmedizin ver- 


leihen wirden. 


Eigene Untersuchungen. 
I. Milch von frischmilchenden Kiihen. 


Bei Anstellung unserer Untersuchungen war es uns zu- 
nichst darum zu tun, festzustellen, ob bei Milch von ,,frisch- 


1) Koning, Biologische und biochemische Studien iiber Milch. 
Leipzig 1908. 
*) Schern, Diese Zeitschr. 18, 261, 1909. 
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milechenden“') Kiihen die Schardingersche Reaktion tatsich- 
lich ausbleibt, sodann, wie lange nach der Geburt das Nicht- 
eintreten der Reaktion bestehen bleibt, und ferner, ob sich be- 
ziiglich der Zeit des Wiedereintritts der Reaktion eine gewisse 
GesetzmaBigkeit nachweisen la8t. Endlich sollten unsere Unter- 
suchungen dartun, ob in der Milch ,,frischmilchender‘‘ Kiihe das 
Schardinger-Ferment iiberhaupt fehlt, 


Zu den gedachten Zwecken verwandten wir fiir die Unter- 
suchungen ausschlieBlich Milch von Kiihen, die in der geburts- 
hilflichen Klinik der hiesigen tierarztlichen Hochschule geboren 
hatten, von denen also Zeit und Verlauf der Geburt ganz genau 
bekannt war. Die Milch der einzelnen Tiere wurde unmittelbar 
nach der Geburt und dann weiterhin in gewissen Zeitabschnitten 
méglichst oft und méglichst lange, bzw. bis zum _ bleibenden 
Wiedererscheinen der normalen Schardinger-Reaktion unter- 
sucht. Die Entnahme der Milch erfolgte teils durch gewoéhn- 
liches Melken, teils auf sterile Weise. In letzterem Falle be- 
dienten wir uns nach vorherigem Abwaschen und nach Des- 
infektion des Euters und speziell der Zitzen mittels Alkohols, 
der von Trommsdorff (Il. c.) als sehr zweckmaBig empfohlenen 
sterilen Melkréhrchen. Wir haben iibrigens die Brauchbarkeit 
dieser Art von Milchentnahme schon gelegentlich von zu andern 
Zwecken vorgenommenen Milchuntersuchungen® *) kennen und 
schatzen gelernt. Auf die Anlegung von Plattenkulturen zur 
Kontrolle der Sterilitét der Milch glaubten wir verzichten zu 
diirfen, nachdem der eine von uns (Seibold, I. c.) friiher schon 
durch zahlreiche systematische Untersuchungen nachgewiesen 
hat, daB man auf die beschriebene Weise eine vollstandig 
sterile Milch oder doch eine Milch erhalt, die nur eine ganz 
geringe, fiir unsere Untersuchungszwecke belanglose Keimzahl 
aufweist. 


Zu den Untersuchungen wurde die aus allen vier Eutervierteln zu- 
sammengemolkene Milch — in den Tabellen kurz als Mischmilch be- 


1) Wir gebrauchen hier den Ausdruck ,,frischmilchend“ und spiter 
»altmilchend“ im Sinne Scherns; wir wollen damit das ungefahre 
Stadium der Lactation der Kiihe, die wir zu unsern Versuchen heran- 
gezogen haben, bezeichnen. 

2) Bub, Centralbl. f. Bakt., II. Abt., Orig. 27, 321. 

3) Seibold, Centralbl. f. Bakt., I. Abt., Orig. 55, 301 
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zeichnet — verwendet. Wo aus besonderen Griinden die Milch einzelner 
Viertel untersucht worden ist, ist dies ausdriicklich bemerkt worden. 
Wir benutzten im allgemeinen ein Wasserbad von 45°; in den meisten 
Fallen wurden gleichzeitig ein oder zwei Kontrollversuche bei 65° an- 
gesetzt. In allen Fallen kam das von Schern zusammengestellte und 
fiir die Schardinger-Probe empfohlene Thermodiaskop zur An- 
wendung, das von Schern in den Monatsh. f. prakt. Tierheilkunde 21, 
171 naher beschricben und abgebildet ist und die Untersuchungen 
nicht unwesentlich vereinfacht. 

Wir haben stets zwei, zuweilen auch drei gleiche Proben gleichzeitig 
untersucht. Wir verwandten stets 10 ccm Milch, denen jeweils 1 ccm des 
von Paul Altmann in Berlin bezogenen Schardinger-Reagenses (5 ccm 
gesittigte, alkoholische Methylenblaulésung + 5 ccm Formalin + 190 ccm 
Wasser) zugesetzt wurde. Bei Fall 1 wurde neben der steril und der 
nicht steril entnommenen Colostralmilch zur Priifung der Farbstofflésung 
gleichzeitig je eine Probe gewéhnlicher Handelsmilch mituntersucht. Im 
iibrigen wurden die Milchproben méglichst bald nach der Entnahme und 
dann innerhalb der nachsten 24 Stunden in verschieden groBen Inter- 
vallen, insgesamt 3 bis 5mal, untersucht, wobei die Milch vom einen 
zum andern Tag bei Zimmertemperatur (15 bis 20°) aufbewahrt wurde. 
Im iibrigen wurden die einzelnen Reaktionszeiten der verschiedenen Unter- 
suchungen nur dann in die Tabellen aufgenommen, wenn sie wesentliche 
Abweichungen von denen der 1. Untersuchung zeigten. Bevor der Ver- 
such angesetzt wurde, wurden die Milchproben griindlich geschiittelt, so 
daB sich der Rahm in der Milch gleichmaBig verteilte. Nach dem Ab- 
pipettieren der Milch und der Farbstofflésung wurden die Réhrchen nach 
Verschlu8 mit dem Daumen so oft umgekehrt, bis die Milch gleichmaBig 
blau gefairbt war und kein Farbstoff mehr an der Wand des Réhrchens 
haftete. Dann wurden die Proben ins Wasserbad gestellt. 

Da Schern das friihere oder spitere Wiederauftreten der Schar- 
dinger-Reaktion in der Milch von frischmilchenden Kiihen mit dem 
Saugenlassen des Kalbes am Euter in Zusammenhang bringen will, so 
wurde auch diesem Umstand Beachtung geschenkt. 

Es braucht nicht besonders hervorgehohen zu werden, daB die die 
Untersuchungsmilch liefernden Kihe jeweils auf ihren Gesundheitszustand 
und besonders eingehend auf gesunde Beschaffenheit des Euters unter- 
sucht worden sind. Wo sich irgendwelche Abweichungen von der Norm 
gezeigt haben, wurde dies besonders bemerkt. 

Die Entfarbung der Mischungen trat in der Regel von unten nach 
oben ein; wo ein anderes Verhalten sich zeigte, wurde es in den Tabellen 
besonders hervorgehoben. In manchen Fallen ist die Entfarbung so rasch 
und gleichmiaBig erfolgt, daB nicht festgestellt werden konnte, ob die Ent- 
farbung von unten oder von oben her erfolgt ist. 

Alles Weitere ist aus den tabellarisch zusammengestellten Protokoll- 
ausziigen zu entnehmen, die wir nunmehr folgen lassen: 
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Tabelle I. 
ctf Sal Zeit Reaktionszeit der 7 
Zeit der|= ¢, i icht 
Nahere Milch- [> & . ste. MCM Kon- 
, ; S| Unter- | i) ste- oll Bemerkungen 
Bezeichnung ent- (24 | suchun-| ™©"  rilen |” 
nahme |S 5 7 
S27} gen Milch 
l e ted 6 § 6 Petri 8 
Fall 1. Kuh/11.VI.10} 1. [10°40’v.| 6’ 8’ 5’ {Das Kalb saugt am Euter. 
Nr.112,Ostfriese,} 10"v. | 3. | 2552’n.] 8’ 16’ 8’ | Mischmilch. Zur Kontrolle 
6J.alt, hat am 5. 4. | 5°18’n. |>30’!) 27’ | 10’ | wurde gewohnil. (altmelkige) 
VI. 10 10° nachts Handelsmilch untersucht. 
normal geboren. Die Entfarb. tritt deutlich 
Nachgeburt ist} 13, VI. | 1. | 9"27’v.] 13’ , 18’ 24’| Von unten nach oben ein. 
rechtzeitig abge-| gb y, 12’ | 16’ | 21’ |Mischmilch aus allen 4 Vier- 
gangen. Es be- 2. {11"45’v.] 11’ | 14’ | 27’| teln. Die Handelsmilch er- 
steht Hyperamie 3. | 2°48 n.| 19’ 24’ | 16’| scheint gleich beim Kauf 
u.Schwellung des 4. | 4"44’n.| 22’ | 23’ 10’| geronnen; bei der Alkohol- 
h.r.Euterviertels probe zeigen sich feine Ge- 
u.Schwellung der rinnsel 
Fe soar om 16. VI. | 1. | 9"10’'v.| 10° >40’ Der Versuch konnte nicht 
a eee . nicht | 8" 50 ¥: fortgesetzt werden, da die 
“ Kuh verkauft wurde. 
gestort 
Fall 2. Kuh] 17. VI] 1] 9 v. 30’ 80’ Das Kalb saugt am Euter. 
Nr. 136, Héhen- | 8"45’ v. |2., 3.) 11°08’ v.| >60’ >60’ Mischmilch. Die Milchproben 
rasse, hat am 15. u. 4. und das Reagens werden 
VI. a = 8") 18. VI. : abpipettiert. 
normal geboren. 
Nachgeb. recht- = VI 
zeit. abgestoBen. 22. VI. ” 
Leichtes Euter-| 1. VII. ] 1. | 2"26’n.|; — 9 Bei Vornahme weiterer Unter- 
édem.Allgemein- | 8°45’ v. suchungen am 5. u. 12. VII. 
befind. nicht ge- ergeben sich keine wesent- 
stort. lichen Unterschiede. 
Fall 3. Kuh] 20.VI.| 1.] 10%. | ~-60’|>60’ — [Kalb saugt am Euter. Misch- 
Nr. 138, Héhen- | 8°30’ v. milch. 
rasse, 10 J. alt,| 99 VI. M : 
hat am 17. VI.10 24. VI 
12° nachts gebor. piling : » 
hemteieen _ 1. VII. | 1. | 2°30’ n. | — 16’ Kalb wird heute abgestoBen 
Nachgeb. erfolgt | 10° v. 
erst am 20. VI.| 5. VII.| 1. | 5°25’n.] — (|>60’ Kuh zeigt Stérung des Allge- 
friih. Euter nor- | 3°30 n. meinbefind.; Temp. 39,9° C; 
mal. Allgemein- Puls 75; Futteraufnahme, 
befind. nicht ge- Wiederkauen, Milchsekretion 
stort. vermindert. Euter gesund. 
Kuh wird am 6. VII. wegen 
Metritis purul. geschlachtet. 





























gréBer als 30’. d. h. innerhalb 30’ ist keine Entfirbung eingetreten. 



































1) Bei 65°. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
’ Thal am | tedhteonel vein 
Zeit der = E yo yb on 
Nahere - - = S| Unter- | ste- | nicht Bemerkungen 
Bezeichnung a = suchun- | rilen _ sterilen 
$2] gen Milch 

a 2 [3| 4 | 5 6 | 7 

Fall 4. Kuh] 23. VI.] 1. | 8®51’v.| 9’ 39’ |Das Kalb saugt am LEuter. 
Nr. 141, Hoéhen- | 8"30’ v.} 4. 5° n. 8’ >60’ | Mischmilch. 
rasse, 8 J. alt, eek ae 
wy ad Bad Bete ell Eee 
morgens 3° gebo- ‘ 
ren; AusstoBung | 27. VI. | 1. | 8°51’ v.| >60’ >60’ |Die 2. und 3. Untersuchung, 
der Fruchthiillen h : ox sowie die Untersuchungen v. 
erfolgte rechtzei- Dore a. [228 v. val 29. VI. hatten dasselbe Er- 
tig. Euter nor- : gebnis; Restmilch entfarbte 
mal. Allgemein-| 18. VII.| 1. |11°24’ v. - 15’ in 10’. Das Kalb wurde am 
befinden nicht ge- | 9°45’ v.] 2. ] 4° n. - 22’ | 4. VIL. abgestoBen. 

— , b10/ po "Bei den Untersuchungen vom 
id tA 20° | 25. VIL, 1., 8 VIII 
4 Q> 54’ Vv. 13’ 0. * oy Oe ue 16. ’ ° 
9g 1 schwanken die Reaktions- 
“° “)| zeiten bei 45° zwischen 11 u. 
23. VIIL.} 1. |10°30' v. _ 17’ 45’, bei 65° zwischen 8 u. 50’, 
9* 30’ v. 40’ 1)] bzw. ist nach 60’ nur eine 
4,] Ov. - 6’ Aufhellung festzustellen. 
v4 
e" Bei den Untersuchungen vom 
27. IX. 10° 25’ v. >60’ | 30. VIIL, 7., 14. u. 21. IX. 
9°25’ v.]| 2./2°16'n.| — —)| schwanken die Reaktions- 
5°15’ n.} 1. 8? n. = >60’ | zeiten bei 45° zwischen 9 u. 
2. 9 v, - 3’ 3)| 29’, bei 65° zwischen 5 u. 29’, 
bzw. tritt in 60’ nur Auf- 
hellung ein. 
MX.) 1.) Hv. — >60’ [Mischmilch. Allgemeinbefinden 
85 30’ v. gut. Euter gesund. 

Fall 5. Kuh] 23. VI.] 1. | 8°5)l’v.} — >60’ |Kalbsaugta.Euter. Mischmilch. 
Nr. 139, Héhen- | 8" 30’ v. Gleiche Ergebnisse liefern die 
rasse, hat am 2., 3. u. 4. Unters., sowie die 
22. VI. 2 frih| . y cian ; v. 26. u. 27. VI. u. v. 1. VIL. 
geboren. Aus- ~ : EL} i [ewan - 30 Desgl. die Untersuchungen bei 
stoBung d. Nach- ; der Milchentnahme am 6. VII. 
geburt am 22. VI.| 18. VIL| 1. |11°24’ v. 12’ 

6" vorm. Allge- {10°30 v. - 27’) 
meinbefind. nicht 4. | 9°54’ v. - 9’ 
_gestért. Euter 5/1 
normal. 25. VIL.| 1.) 2°40’ n.| — 24’ |Bei den Untersuchungen vom 
10°30’ v.| 2. | 4°50’ n. = >60 | 1., 8., 16. u. 30. VIL. schwan- 
ken die Reaktionszeiten bei 





2) Mit dem Rahm aus 60 ccm Milch tritt innerhalb 1 Stunde nur Aufhellung cin. 
3) Rahm aus 150 com Milch. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 



































a > : ; 
Zeit der|% §} Zeit nn 
Nahere Milch- [5 &] 00" —n 
: ; S| Unter- | ste- | nicht Bemerkungen 
Bezeichnung ent- {= 4] suchun-| rilen | sterilen 
nahme |< 5 ! 
62] gen Milch 
| 2 [3] 4 | 5 6 7 
Forts. v. Fall 5. | 2. LX. 1. }11°48’ v.}) — 9 45° zwischen 4 u. 30’, bei 65° 
8» 40’ v. — 3’1) | zwischen 2 u. 7’; am 1. VIII. 
4. | 8940’ v.] — ty war bei 65° nach 1 Stunde 
_ 10’1)| nur Aufhellung zu sehen. 
Fall 6 Kuh] 27. VI.] 1. [10°OI’v.) — 8’ |Mischmilch; dieselbe ist noch 
Nr. 137, Héhen-} 10% v. | deutlich gelb gefarbt (Colo- 
rasse, 8 . — | stralmilch). 
hat am 25. VI.10 . ‘ 7 : ; 
abds. 8 geboren ; he 1. | 8" 49’ v. | >60’ >60’ |Mischmilch. Kalb saugt. 
AusstoBung der “ | 
Nachgeb. recht-| 28.VI.] 1. } 2*n. — | 8 
zeitig. Allgemein-} 2° n. 2.) 4 n. — | 8 
befinden nicht ge-| 39 vz. | 1.| ov. | >60’| >60’ |Desgl. die 2., 3. 4. Unter- 
— Buter ner- 8 30’ v. auinas und die vom 2. VII. 
— Die betr. Restmilch entfarbt 
8. VII. | 1. {118 v.) — | 19° | jeweils in 7 bis 12’. 
8" 45’ v. — | 20’1)|Desgl. die 2. und 3. Unters 
13. VIT.} 1. {11°30’v.) — | 16’ |Bei den Untersuchungen am 
Ov. | 2.]2°30’'n.] — | 25’ | 22. u. 26. VIL. betragen die 
3. | 4°30’ n.| — >60’ | Reaktionszeiten bei 45° 3 bis 
4. | 8944’ vy.) — 14’ | 9, bei 65° 2 bis 4’. Kalb 
28. VIL| 1. | 9%43’v.| — 9 wurde am 22. VII. abgestoBen. 
9 v. — 8’ 1) 
Fall 7. Kalbin| 27. VI. | 1. | 10° v. -- 10’ |Mischmilch. 
Nr. 131, Héhen-| 10°v. | 2. | 12° v. — 13’ 
rasse, 21/, J. alt, 3 4° n. a 18’ 
hat am 25. VI.10 4.);@10'n.| — 20’ 
b 
pachts 11'30'ge-| 08. vi. | 1. | 8849’v.| 25’  >60' [Wie oben. Kalb saugt. 
ren. e, | 8°30 v.1 2. |10"46’ v.) >60’ | — 
der Nachgeburt on l on pis 12’ 
erfolgte rechtzei-| ~ ~~ | ae rel 20/ 
tig. Allgemeinbe- . ' 
finden nicht ge-| 30. VI. | 1. |10°20’ v.| >60’ >60’ |Gleiche Ergebnisse liefern die 
stért. Euterédem. | 8" 30’ v. 2. u. 3. Untersuchung, sowie 
die vom 2. VII. Restmilch 
entfarbt jeweils in 6 bis 9. 
6. VII. | 1. |11°32’v.) — 7 {Die 2., 3. u.4. Unters., sowie die 
9 15’ v. Unters. v.18. u.25.VIL liefern 
keine wesentlich verschied. Er- 
gebnisse. Bei 65° tritt Entfarb. 
teilweise schon in 2 bis 3’ ein. 
Kalb am 20. VII. abgestoBen. 


1) Bei 65°, 
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Tabelle I (Fortsetzung). 











Zeit der s g a — 
Nihere Milch- 15 §1 ate 
, ent- |o.Z| Unter- | ste- | nicht Bemerkungen 
Bezeichnung — S|} suchun-| rilen | sterilen 
nahme | 5 ! 
a7) Milch 
l 2 {3|{ 4 | 5 | 6 7 
Fall 8. Kuh] 4. VII.| 1. | 8"30’v.] — | >60’ |Mischmilch. Das Kalb saugt. 
Nr. 140, Simmen- | 5" 30’ v. Gleiche Ergebnisse liefern die 
taler Rasse, hat . oe . 2., 3. u. 4. Untersuchung, so- 
am 1. VII. 10 ner- rh ey &. 4d a A wie die vom 6. VII. Rest- 
mal gebor. Nach- , , ioe 97/1)| milch entfirbt jeweils in 7 
geburt rechtzeit. )} bis 12’. 
abgegangen. All-| 27. VII.| 1. | 6°35’n.]| — 30’ 
gemeinbefinden | 3" n. — |>60'}) 
nicht gestért. Eu- 2 | 832’v.} — >60’ 
ter normal. 10.VIIL| 1 | 11"v. | — | 13’ {Das Kalb ist abgestoBen. 
9 v, — | 180'1)|Milch, die gewonnen wurde, 
nachdem dem Euter 150 ccm 

Milch entnommen waren, ent- 

firbte bei 45° in 6 bis 12’, 

bei 65° in 30 bis 44’. 

17.VIILj 1 | 11 v. — | 24’ |Allgemeinbefinden nicht ge- 
9 v. — '|>60'!)] stort. Euter normal. 

Milch, die gewonnen wurde, 
nachdem dem Euter 150 ccm 
entzogen waren, entfirbte bei 

| 45 u. 65° innerhalb 4 bis 10’. 

| 

31. VIII} 1. ] 1b v. — | >60’ |Gleiche Ergebnisse lieferten die 
10° v. 2., 3. u. 4. Unters., sowie die 
vr 6 B Sm, @ Ih. & 

25. X. sowohl bei 45° als bei 

| 65°. Durch Stehenlassen ge- 

wonnener Rahm entfarbte in 

4 bis 15’. 

Fall 9. Kuhj]11.VII.] 1.] 9° v. | >60’ | >60’ |Kalb saugt. Mischmilch. 
Nr. 142, Simmen- | 8" 30’ v. Dasselbe Ergebnis lieferten die 
taler Kreuzung, . , | 2, 3., 4. u. 5. Unters., sowie 
hat am 9.VII.10|16,Nt1) 1} lv. | — 7% die vom 13., 14, u. 16. VII. 
mittags 12> ge- ‘| 2 | gxoa'n | ~cegr’| Restmilch entfirbte jeweils in 
boren. Ausstobg. ; ; “are 9 bis 14’. 
der Nachgeburt ) 
rechtzeitig. All-| 25. VII.] 1. ]2"40’n.| — 12’ 
gemeinbefinden | 11 v. >60’ 1)|Kalb ist am 28, VII. abgestoBen 
nicht gestért. Fu-}) viti.| 1. [10°5i’v) — | 5 worden. 
a 9° 15’ v. — 2’ 1) |Genau so wie die Untersuchgn, 
v. 1. VIII. verliefen die v. 
8. u. 12. VIEL 

















1) Bei 65°. 
2) Restmilch, 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
— 4 Zei Reaktionszeit 
Zeit der = S yo der 
Nahere Milch- > &1 unter- | ste- | nicht Bemerkungen 
Bezeichnung ent- {© 4] suchun-| rilen | sterilen 
nahme |-< 5 \ 
7 = Milch 
1 | 2 |3 eas 6 | 7 
Fall 10. Kuhj 14. VIL} 1. |10°35’v.! 6’ 6 {Kalb saugt. Mischmilch. 
y . . | 8230’ riy) 41 jf 
Nr. “-* wr P30 v. ‘ ) &" Bei den Untersuchungen vom 
12 VIL, 10 vorm, | 2¢,VIL| 1. | 10°v. | 14’ | 14. u. 16. VIL. entfarbte Rest- 
» VEE. DY VOM. | gh 30’ v.| 2. | 12%v. | — |>60')] milch bei 45° in 4 bis 6’, bei 
9 normal gebor.; 65° in 21/, bis 4’ 
Nachgeburt _ ist “!8 : 
rechtzeitig abge-| 18. VII.) 1 1}* v. >60 |Dasselbe Ergebn. lieferten auch 
gangen. Allge- | 6° 30’ v.| die 2., 3. u. 4. Unters., sowie 
meinbefinden ist i die v. 20. u. 26. VII., u. zwar 
nicht gest6rt. Eu- ; sowohl bei 45° als bei 65°. Rest- 
ter normal. 2 vit} 1.} 10°v. 30’ milch entfarbt jeweils ind4—13’. 
6" v. -60’ 1)| Allgemeinbefind. gut; FreBlust 
i gering. Euter norm. Kalb wird 
j heute abgesetzt. Die Korper- 
temp. ist hiufigen Schwankgn. 
unterworfen; Kuh zeigte bald 
Fieber, bald war sie fieberfrei. 
Restmilch entfarbte in 2!/.—5’. 
6. VIIIL.j 1. | 8830’ v.} — >60’ |Gleiche Ergebnisse bei 65°. 
6® 30’ v. Restmilch entfirbte bei 45° 
in 4—5’, bei 65° in 1'/, —21/,’. 
Fall 11. Kuh; 15. VIL} 1. [11.14’v.J — >60’ |Kalb saugt. Mischmilch; der 
Nr. 145, Héhen- | 5® 30’ v. Milch sind rote Blutkérperch. 
rasse, hat am 14.]5- y h ; , beigemischt. Am 18. VIL. war 
VII. 10 nachm. 3° og 1. | 240’ n. a 4 1) d. Euter wieder normal. Das- 
normal geboren; : = selbe negat. Ergebnis lieferten 
Nachgeburt ist auch die 2., 3. u. 4. Unters., 
rechtzeitig abge- sowie die v. 18. u. 20. VII. 
gangen. Alige- Restmilch entfairbte bei 45° 
meinbefind. gut; in 7—30’, bei 65° in 3—27’. 
-adbe a 1, VIII. | 1. |10°51’v.) — >60’ |Dasselbe negat. Ergebnis liefer- 
ea. 10° v. ten die 2., 3. u. 4. Unters., 
om oF on, sowie die v. 8. u. 16. VIII. 
.* _ a! ateadiee af 4 1\| Nur bei der4. Unters. v.8 VIII. 
’ °° | trat nach 20’ Entfarbung ein. 
Kalb wurde am 14. VIII. ab- 
gestoBen. 
30. VITI.| 1. |11°30’ v. 12’ |Wie oben. Mischmilch. 
11 v. — 41’ 1) 
4. | 8°40’ v. 10’ 
ail 5/3) 
(+ 8 115 22’ v. 60’ |Wie oben. Mischmilch. 
10° v. 
1) Bei 65°, 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
OF erg coe - 
Zeit der|2 g| Zeit | en Ger 
Mihere Milch- > S| Unter- | ste- | nicht Bemerkungen 
Bezeichnung ent- =| suchun-| riien | sterilen 
nahme | 5 ' 
1g 2] gen Milch 
1 | 2 |3] + | 5 6 7 
Forts. v. Fall 11.] 14. 1X.] 1. [10°36’ vv.) — >60’ |Wie vorher (S. 302. Dasselbe 
9» 45’ v. negative Ergebnis lieferten die 
2. u. 3. Unters., sowie die 
vom 21. 1X., u. zwar sowohl 
: a age 
27.1X.| 1. ]10°25' v.| — | >e07 | bel 45° als bei 65°. 
9» v. 2.,2°1¢n.); — 25’ 1)|Allgemeinbefind. nicht gestért; 
5°30’ n.} 1. | 8°05’ n. ion A >60’ | hinteres r. Euterviertel zeigt 
2. | 9°07’ v. 60’ 2)] sich verhartet, nicht schmerz- 
P mr , | haft, r. Euterlymphdriise ver- 
tM | 1 plmorv| — | >60' | crsfert. Mischmilch. 

Fall 12. Kuh} 15. VIL} 1. jll"14’ vj — 20’ |Allgemeinbefind. nicht gestért. 
Nr. 146, Gelb-| 9 v. 6’3) | Euter normal. Kalb saugt. 
schecke, Héhen- Mischmilch. 
ae ot am 18. | 18. VIL| 1. | 8834’ v.] — | >60' [Wie oben. Mischmilch. 

; aoe 5® 30’ v. Dasselbe negat. Ergebnis liefer- 

1 geboren; g g 
-_ os e _— ten die 2., 3. u. 4. Unters., 
yo Nacho oe sowie die Untersuchungen v. 
og wwe 7 pon 20. u. 26. VIL., u. zwar sowohl 
fol - — bei 45° als bei 65°. Restmilch 
~" | entfirbte bei 45° in 6—32, 

| bei 65° in 2—3'. 
4. VIIL| 1.]9°26’v.] — | 10 [Kalb ist abgestoBen, sonst wie 

8 v. oben. Mischmilch. 
9. VITI.| 1. }10°28’ v.) — 6’ |Wie oben. Die Untersuchungen 
9» v, vom 12. u. 16. VIII. lieferten 
keine wesentlich verschied. 

Ergebnisse. 

Fall 13. Kuh}15. VIL! 1. [1b 14’ vy — 60’ |Allgemeinbefind. nicht gestért. 
Nr. 143, Gelb-| 9 v. — |>60’3)| Euter normal. Kalb saugt. 
schecke, Héhen- 2. | 2°52’ n _ 60’ | Mischmilch. 
rasse, hat am — 28’ 3) 

7 
By ene am: |18. VIL} 1. | 8834 v.] — | >60° |Wie oben. Mischmilch. 
anda Oe a, 5° 30’ v. Abgesehen von der 4. Unters., 
gg gees bei der in 17’ Entfarb. eintrat, 

7" a “os lieferten die 2. u. 3. Unters., 
a — - sowie die Unters. v. 20. u. 25. 

— VII. u. v. 1. VIII. dasselbe neg. 
Ergebnis, u. zwar sowohl bei 
45° als bei 65°. Restmilch 











1) Rahm aus 60ccem Milch. 





2) Rahm aus 100cem Milch. 
3) Restmilch. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 
Zeit der § | Zeit —- 
y: , oS wo der er 
Niahere Milch- [D> &] ,- , 
- s| Unter- | ste- nicht Bemerkungen 
Bezeichnung om S| suchun-| rilen | sterilen 
nahme |< 5 Sa 
Ss” gen Milch 
1 | 2 | 3 | 4 | 5 6 7 
Forts. v. Fall 13. entfarbte bei 45° in 4—30’, 
bei 65° in 2!/,—4’. 
8. VIII.] 1. |10°21’ v. 40’ Wie vorher. Kalb ist ab- 
94 y, — >60’1) | gestoBen. Mischmilch. 
16. VIII.} 1. |11°06’ vv.) — 8’ Wie vorher. Mischmilch. 
Q* y. ~ 15’ 1) 
419°’ v.i — Tye 
23. VIIL.| 1. |10°50’v.) — 5 Wie vorher. Misohmilch. 
8" 45’ v. — 5’ 1) 
4. | 9°08’ v. --- 5’ 
a 2 1) 
30. VITI.| 1. J11°3)’v.J — 10’ Wie vorher. Mischmilch. 
8° 45! v. — 22/1) 
4.18940’ v.] — 6 
3 1) 
7.1%. | 1. |1P2e vj — >60 |Wie vorher. Mischmilch. 
9 y, 2. | 4°18’ n. a 20’ 
3. | 6°42’ n. — 18’ 
4 | 9°06’ v. - ¥ 
— 41) 
14. TX.] 1. |1036’v., — >60’ |Wie vorher. Mischmilch. 
8" 30’ v. — >60' 1) 
21.1X.] 1. |10°5@’ vp — 23’ Wie vorher. Mischmilch. 
9» 20’ v. >60' !) 
27. 1X.] 1. |10°25’v.j) — >60’ |Allgemeinbefinden nicht ge- 
9°10’ vv.) 2.) 21¢n.} — 80’ 2) | stort. Euter normal. Rechte 
6" 30’ n.| 1. | 8"05’ab.) — >60 | Euterlymphdriise geschwol- 
2.|;9°07’v.| — nach 60° | Jen. Mischmilch, 
wei mit 
blauem 
Schimmer®) 
24. X. 1. | 8°14’ab.| — 21’ 
5°30’ n.} 2. | 8°41’ vv.) — 16’ 


1) Bei 65°. 














2) Rahm aus 60cem Milch. 
8) Rahm aus 150cem Milch; Rahmschicht gering. 
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Zu den Tabellen haben wir zunichst zu bemerken, daB bei Fall 1, 
2, 3, 5 und 11 eine mehr oder weniger starke Hyperimie und Odem des 
Euters bestanden hat, was ja bei Kiihen vor und unmittelbar nach dem 
Gebaren die Regel ist. Wir méchten daher die Milch dieser Tiere nicht 
als pathologisch ansehen. Dagegen waren die Tiere des Falles 3 und 10 
fieberhaft erkrankt, weshalb die Untersuchungsergebnisse der als abnorm 
anzusehenden Milch dieser beiden Tiere fiir unsere Betrachtungen aus- 
schieden. 

Wir haben oben schon erwaihnt, daB Koning und Schern es als 
Regel aufstellen, daB die Milch von gesunden Kiihen etwa 3 Wochen 
nach dem Gebiren keinerlei Abweichungen von der Norm mehr auf- 
zuweisen haben, daB somit die frische, ungekochte Milch ,,altmilchender‘‘ 
Kiihe das Schardinger-Reagens im Wasserbad von 45° innerhalb 
12 Minuten entfairbt. Aus den vorstehenden Protokollen entnehmen 
wir, daB die Schardinger-Reaktion bei Colostralmilch, die unmittelbar 
nach der Geburt dem Euter entzogen worden ist, in der Regel bald, 
wenn auch nicht immer, schon innerhalb 12 Minuten eintritt und waihrend 
der ersten 2 bis 3 Tage ausnahmsweise einmal auch noch in den nichst- 
folgenden Tagen nach der Geburt nachzuweisen ist; gleiche Ergebnisse 
in dieser Beziehung hatte auch schon Schern (Il. c. S. 271 und 273), 
wahrend Koning (I. c. 8S. 35 und 89) fand, daB die Milch wahrend der 
Colostralperiode nicht oder nur sehr langsam entfairbt. In den folgenden 
Tagen aber verschwindet die Reaktion, um nach einer mehr oder weniger 
langen Zeit wieder zum Vorschein zu kommen. Es haben also unsere 
Untersuchungen die Wahrnehmungen Konings und Scherns, daB in 
Milch von ,,frischmilchenden“ Kiihen die Schardinger-Reaktion aus- 
bleibt oder wenigstens nicht in der geforderten Zeit von 12 Minuten 
eintritt, im allgemeinen bestitigt.1) Es gibt jedoch Ausnahmen nach 
der einen und anderen Richtung; wir haben Fille verzeichnet, wo — ab- 
gesehen von der Entfarbung der Milch unmittelbar nach der Geburt — 
die Reaktion auffallend bald nach der Geburt sich wieder zeigte 
(siehe Fall 2, 7, 9 und 12), und andrerseits solche, wo die Entfirbung 
auBerordentlich lange Zeit nach der Geburt ausgeblieben ist (siche Fall 4, 
8, 11 und 13). Auch die zwischen diesen Extremen liegenden Fille 
variieren in der Zeit so stark, daB es schwer ist, mittlere Werte an- 
zugeben; man ké6nnte allenfalls sagen, daB der Wiedereintritt der 
Schardinger-Reaktion innerhalb 3 bis 8 Wochen nach der Geburt in 
der Regel zu erwarten ist. 

Bestimmte Ursachen fiir ein sehr friihes oder sehr spites Er- 
scheinen der Schardinger-Reaktion nach der Geburt haben wir, wenn 


1) Erst bei Abschlu8 unserer Arbeit erhielten wir Kenntnis von 
der Veréffentlichung: Sassenhagen, Uber die biologischen Eigen- 
schaften der Colostral- und Mastitismilch, Stuttgart 1910. Was dort 
iiber die Beziehungen der Colostralmilch zum Schardinger-Reagens 
gesagt ist, stimmt im grofen ganzen mit unseren Untersuchungsergebnissen 
iiberein. 

Biochemische Zeitschrift Band 31. 290 
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wir von den beiden oben erwihnten Erkrankungsfallen absehen, nicht 
nachweisen kénnen. Auch Schern hat in mehreren Fillen ein auf- 
fallend friihes Eintreten der Reaktion nach der Geburt feststellen kénnen 
(l. ec. S. 271 und 272) und wollte dies auf das Nichtsaugenlassen des 
Kalbes am Euter der Mutter zuriickfiihren. Wir haben keine Anhalts- 
punkte fiir die Richtigkeit dieser Annahme finden kénnen; denn bei 
allen unseren frischmilchenden Kiihen, deren Milch wir untersucht haben, 
haben die Kilber langere Zeit am Euter gesogen. Trotzdem haben wir 
die bedeutenden Schwankungen im Wiederauftreten der Reaktion. 

DaB schwere, insbesondere mit Fieber verlaufende Allgemein- 
erkrankungen und speziell Erkrankungen des Euters von EinfluB auf die 
Schardinger-Reaktion sind, geht aus den Fallen 3 und 10 hervor. Ob 
aber rasch voriibergehende, leichte, klinisch nicht wahrnehmbare All- 
gemeinerkrankungen, oder solche des Euters die Milchsekretion in der 
Weise beeinflussen kénnen, daB der die Reaktion auslésende Ké6rper 
das eine Mal friiher als sonst nach der Geburt auftritt, das andere Mal 
verschwindet, ist zweifelhaft; ganz von der Hand weisen lat sich diese 
Vermutung nicht, da wir auf Grund sonstiger Beobachtungen wohl 
wissen, daB der betreffende Kérper sehr empfindlich ist, aber nicht 
dariiber orientiert sind, welcher Art und Herkunft er ist. 

Eine voriibergehende Euterhyperimie oder ein Euterédem ist offen- 
bar von keinem merklichen EinfluB auf den Ablauf der Reaktion, wie 
die Fille 1, 2, 3 und 5 zeigen. 

Eine besondere Stellung nehmen die Fille 8, 11 und 13 ein. Bei 
Fall 11 ist 10 Tage nach der Geburt die Schardinger-Reaktion vor- 
handen, dann verschwindet sie, um nach einigen Wochen sich wieder zu 
zeigen und nach weiteren 14 Tagen wieder zu verschwinden. Ahnliche 
Schwankungen im Auftreten und Ausbleiben der Reaktion zeigen auch 
die beiden anderen eben erwihnten Faille. Bei der Kuh Nr. 8 konnten 
abnorme Zustinde irgendwelcher Art nicht aufgefunden werden. Bei 
Fall 11 zeigte sich das hintere rechte Euterviertel der Kuh verhirtet, 
die zugehérige Euterlymphdriise vergréBert. Bei Kuh Nr. 13 hat sich 
nur die eine Euterlymphdriise vergréBert gezeigt. In beiden Fallen aber 
hat es sich um alte, véllig abgelaufene Prozesse gehandelt; wir méchten 
sehr bezweifeln, daB diese von Einflu8 auf die Beschaffenheit der Milch 
gewesen sind, um so mehr, als bei anderen Untersuchungen (Aikohol- 
probe) die Milch als gesund und einwandfrei sich erwiesen hat. 


Bei der Milch einzelner Kiihe ist die Reaktion auBer- 
ordentlich spat nach der Geburt oder zurzeit des Abschlusses 
unserer Untersuchungen iiberhaupt noch nicht bzw. nicht in 
der geforderten Zeit zum Vorschein gekommen, obwohl in den 
einzelnen Fallen schon 101 bzw. 102, 116 und 123 Tage seit 
der letzten Geburt verflossen waren und besondere Griinde, 
wie Erkrankungen usw., nicht vorlagen. Auch Trommsdorf 
und Schern haben je bei einer offenbar von einer _,,alt- 





. 
; 
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milchenden‘‘ Kuh herriihrenden Milch Ausbleiben der Reaktion, 
und Schern in einem weiteren Falle verzégertes Eintreten der 
Entfirbung ohne nachweisbare Ursache wahrgenommen. Brand 
wollte bei 2 Kiihen, deren Milch sich dem Schardinger- 
Reagens gegeniiber abnorm verhielt, die Fettarmut als Ursache 
hierfiir beschuldigen. Auf Fettarmut der Milch konnten wir 
in unseren Fillen die Verzégerung bzw. das Ausbleiben der 
Reaktion nicht beziehen, denn die betreffenden Milchproben 
zeigten beim Stehenlassen oder Zentrifugieren reichliche Fett- 
abscheidung. 

Es bleibt also die Ursache fiir das abnorme Verhalten der 
Milch in den erwahnten Fallen dunkel. Vielleicht ist die 
Ursache in inneren, uns nicht naher bekannten, nach auBen 
sich nicht bemerkbar machenden Stérungen in der Milchsekretion 
oder in einer besonderen Empfindlichkeit des die Entfarbung 
herbeifiihrenden Enzyms zu suchen. Wir diirfen wohl auch 
annehmen, da8 unter den einzelnen Tieren grobe individuelle 
Schwankungen in der Enzymproduktion bestehen: Die eine Kuh 
besitzt die Eigenschaft, viel Enzym zu liefern, die andere hat 
eine geringere Fiahigkeit hierzu. Dafiir, daB die Rasse von 
Einflu8 auf die Enzymproduktion ist, haben wir keine Anhalts- 
punkte gefunden. Jedenfalls steht so viel fest, daB das 
zeitliche Wiederauftreten der Schardinger-Reaktion 
in der Milch nach der Geburt groBen Schwankungen 
unterliegt, Schwankungen, deren Ursachen héaufig 
auBer dem Bereich unserer Feststellungen liegen. So 
kommt es, daB wir beziiglich der Zeit des Wieder- 
eintretens der Schardinger-Reaktion nach der Geburt 
eine bestimmte Norm nicht aufstellen kénnen. 

Ubrigens haben unsere Untersuchungen ergeben, daf das 
Schardinger-Enzym nie, auch nicht in der Milch frisch- 
milchender Kiihe, ganz fehlt. Ausgehend von der von ver- 
schiedenen Untersuchern (Brand, Smidt, Koning) und auch 
von uns festgestellten Tatsache, daB der Rahm einer Milch 
viel rascher entfarbt, als die Milch selbst, haben wir von 
einigen Milchproben zu einer Zeit, wo sie die Schardinger- 
Reaktion nicht gegeben haben, den Rahm durch Stehenlassen 
oder Zentrifugieren gewonnen und diesen mit einem ent- 


sprechenden Quantum der Formalin-Methylenblaulésung ver- 
20* 
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setzt. Wir haben regelmaéBig eine mehr oder weniger voll- 
kommene Entfairbung, gewdhnlich in verhaltnismaBig kurzer 
Zeit erhalten (siehe Fall 4, 8, 11 und 13). 

Wir kénnen also das Schardinger-Enzym im Rahm 
gewissermaBen in konzentrierter Form erhalten. Die- 
selben Wahrnehmungen haben auch Koning und nach ihm 
wir bei Anwendung des fraktionierten Melkens gemacht. Be- 
kanntlich besitzt die aus dem Euter zuerst ermolkene Milch 
(— Anfangsmilch) den geringsten Fettgehalt; dieser steigt 
wiihrend des Melkens (== Mittelmilch) an, und in der zuletzt 
ermolkenen Milch (— Restmilch) erhalten wir die fettreichste. 
Konings sowohl als unsere in dieser Richtung angestellten 
Untersuchungen haben gezeigt, daB Restmilch die Reaktion am 
raschesten, Mittelmiich langsamer und Anfangsmilch am spatesten 
liefert (siehe Fall 4, 6, 7, 8, 9, 12 und 13). Diesem Umstande ist 
wohl die Tatsache zuzuschreiben, daB Schern bei seinen Ver- 
suchen durchschnittlich rascheres Eintreten der Entfarbung 
erzielt hat; denn er hat, wie aus seiner Bemerkung auf 8. 265 
dieser Zeitschrift 18, 1909 hervorgeht, die Milch nach Beendigung 
des Abendmelkgeschifts entnommen, hat also zu seinen Ver- 
suchen die fettreiche Restmilch verwendet. 

Auf eine Differenz im Fettgehalt sind jedenfalls auch die 
Unterschiede in den Reaktionszeiten der morgens und der 
nachmittags 2 Uhr gewonnenen Milch des Falles 6 (siehe Unter- 
suchung vom 28. VI. 1910) und des Falles 7 (siehe Untersuchung 
vom 28. VI. 1910) zu erklaren: Die morgens entzogene Milch 
war fettarme Anfangsmilch, die nachmittags, kurze Zeit nach 
dem Saugen des Kalbes gewonnene war fettreiche Restmilch. 
Zwischen Morgen- und Abendmilch haben wir keinen wesent- 
lichen Unterschied finden kénnen. 

Wie weitere, in den obigen Tabellen nicht enthaltene 
Untersuchungen, die wir zwecks Studiums des Verhiltnisses 
zwischen Fettgehalt und Reaktionszeit angestellt haben, gezeigt 
haben, steht der Enzymgehalt einer Milch nicht in direktem 
Verhaltnis zu ihrem Fettgehalt. Wie oben schon erwahnt, 
haben wir zum Teil sehr fettreiche Milchen untersucht, die 
nicht entfairbt haben. Bei einer Serie von Milchproben haben 
wir die Schardingersche Probe ausgefiihrt und gleichzeitig 
den Fettgehalt dieser Milchen nach der Gerberschen Sal- 
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methode ermittelt. Dabei konnte zuweilen beobachtet werden, 
da Milch mit hohem Fettgehalt die Schardinger-Reaktion 
gar nicht oder sehr verspitet gab, wihrend fettarme Milch die 
Reaktion prompt lieferte. Stets aber hat der Rahm rascher 
entfarbt als die zugehérige Milch oder vollends als die Mager- 
milech. Aus diesen Versuchen diirfen wir den SchluB ziehen, 
daf das Schardinger-Enzym eine gewisse Affinitat zu den 
Fettkiigelchen der Kuhmilch besitzt, es geht in den Rahm 
iiber, wird in ihm angereichert, so daB wir es dort in konzen- 
trierter Form antreffen und mit dem Rahm Entfirbung er- 
zielen k6nnen, wo wir dies mit der Milch nicht erreicht haben; 
wenn wir einer Milch, die die Schardinger-Reaktion gibt, 
den Rahm entziehen, so entfarbt die Magermilch nicht mehr; 
das Enzym ist in den Rahm iibergegangen. 

Das Enzym ist aber kein integrierender Bestandteil der 
Fettkiigelchen, wie Seligmann in der Zeitschr. f. Hygiene 58, 1 
nach unserer Auffassung ganz richtig sagt, sondern es folgt 
ihnen wie den Caseinpartikelchen nur nach physikalischen 
Gesetzen. Wenn dem nicht so wire, miiBte ja jede fetthaltige 
Milch entfarben; und ferner miiBte die Menge des Enzyms 
direkt proportional der Héhe des Fettgehaltes der betreffenden 
Milch sein; dies ist aber nicht der Fall, wie wir durch Unter- 
suchungen von durch fraktioniertes Melken gewonnener Milch 
festgestellt haben. Wir haben den Fettgehalt der einzelnen 
Proben und parallel damit das Verhalten dieser demSchardinger- 
Reagens gegeniiber bestimmt. Wir haben keine volle Paral- 
lelitit der Héhe des Fettgehalts mit der Schnelligkeit des Ein- 
tritts der Reaktion, d. h. mit der Menge des vorhandenen 
Enzyms finden kénnen. 

Wir haben oben erwihnt, da8 das Schardinger-Enzym 
stets in der Milch, auch in der von frischmilchenden Kiihen, 
wenn auch nur in Spuren, vorhanden ist, da in den betreffenden 
Milchen regelmaBig wenigstens eine mehr oder weniger deutliche 
Aufhellung zu Hellblau eintritt und da mit dem Rahm die 
Reaktion jederzeit zu erzielen ist. Da8 tatsichlich das Schar- 
dinger-Enzym auch in der Milch ,,frischmilchender“ Kihe 
vorhanden ist, haben wir auch noch durch drei weitere Ver- 
suche nachweisen kénnen. Wir haben auf der einen Seitk 
Milch, die sicher entfirbt hat, mit nicht entfairbender Colostral- 
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milch, und auf der andern Seite dieselbe Milch mit Wasser 
je in verschiedenen Verdiinnungen vermischt. Uber die nahere 
Anordnung der Versuchsreihen gibt nachstehende Ubersicht 
Auskunft. 











Mischung Reaktionszeit 
I Il Ill 
9 Teile Kuhmilch + 1 Teil Colostrum 19’ 41/,’ 61/,' 
8 + 2 Teile - 24’ 5/ 71/,’ 
7s a +3 , ~ 27’ 6’ 81/,’ 
6 +4 , ‘a 34’ 61/,’ 7’ 
3 6 +5 , ms 48’ 8’ 9’ 
. nach 60° hell- | ‘ 
S « i‘ +6 , u , ‘in 10’ 12’ 
3 a ie > 60’ 111/,’ 16’ 
2; +8 , > > 60’ 20/ 38’ 
ach 60’ (nach 60’ hell- 
l n ” +9 , ” - 60’ Sesee weib | blau 
. « om +10 , . > 60/ > 60° | - 60’ 
Mischune Reaktionszeit 
I II Ill 
9 Teile Kuhmilch M 1 Teil Wasser 19’ 41/,’ 6}, 
8 2 Teile i, 25’ 5’ 7 if 
7 ; = ‘ 38’ 6’ 9 
6 + 4 - om hell- 6 1/,/ : 1a’ 2 
ix “yy , 1ac 1€1l- 
5 +5 ,, ” 60 8 blau 
4 a i > 60’ 13’ - 60’ 
9 - . n. 60’ leichte 
” +i ” ” 60’ ‘Aufhellung - 60’ 
2 +8 ,, Pe - 60’ 60’ - 60’ 
1 +9 = ,, oi - 60’ > 60’ 60’ 
10 +0 , is 13’ 4’ 6’ 





Vergleichen wir die Reaktionszeiten der Mischungen Mi!ch 
Colostrum der Serien I, II und III je mit den entsprechenden 
Serien der Mischungen Milch +- Wasser, so sehen wir, daB bei 
den ersteren die Entfairbung rascher eingetreten ist als bei der 
mit Wasser verdiinnten Milch; es muB also im ersteren Gemisch 
ein K6érper vorhanden sein, der zur Entfarbung der F. M. bei- 
hilft, und das kann im vorliegenden Falle nur das in der Colostral- 
milch enthaltene Schardinger-Enzym sein. Die Unterschiede 
treten um so deutlicher hervor, je mehr Colostrum bzw. Wasser 


zugesetzt ist. 
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Bemerkenswert ist auch, daB, je mehr die friihzeitig (in 13, 
bzw. 4, bzw. 6 Minuten) entfairbende Milch mit Colostrum bzw. 
Wasser verdiinnt ist, desto langere Zeit die Entfirbung in 
Anspruch nimmt. Ebenso wie man durch Zusatz von groBeren 
Mengen der Formalin-Methylenblau-Lésung zu einer die Schar- 
dinger-Keaktion liefernden Milch das Enzym erschépfen kann, 
ebenso kann man durch eine weitgehende Verdiinnung dieser 
Milch mit Colostrum oder Wasser die Reaktion hinauszégern 
oder ganz aufheben. Zur Entfarbung eines gewissen 
Quantums der F. M.-Lésung braucht man eben ein ent- 
sprechendes Quantum Enzym. 

Auf Grund der eben besprochenen Versuche diirfen wir 
wohl den Satz aufstellen, daB das Schardinger-Enzym in 
gesunder Milch stets, zuweilen (in Milch von_ ,,frisch- 
milchenden“ Kiihen) allerdings nur in Spuren, vorhanden 
ist. Beziiglich des Fermentgehalts der Milch von ,,alt- 
milchenden‘ und ,,frischmilchenden“ Kiihen bestehen 
demnach nur quantitative Unterschiede. 

Gleichzeitig diirfen wir aus den obigen Versuchen schlieBen, 
daB in der Milch ,,frischmilchender“ Kiihe kein ,,Re- 
duktasebekimpfer“, kein ,,Antiferment’ vorhanden 
ist; andernfalls miBte in ,,frischmilchender‘‘ Milch die Ent- 
firbung unter allen Umstanden ausbleiben, bzw. miiBte Milch 
+-Colostrum langsamer entfairben als dieselbe Milch -+- Wasser. 


II. Mileh von altmilchenden Kiihen. 


Wir haben oben schon erwahnt, daB Koning (lI. c. 8. 86) 
und Schern (I. c. §. 283) fiir frische Milch von gesunden, ,,alt- 
milchenden‘‘ Kiihen als Norm bezeichnet haben, da8B 10 cem 
solcher Milch bei Zusatz von 1 ccm F. M. im Wasserbad 
von 45° innerhalb langstens 12 Minuten entfarbt werden. 
Einerseits um die Richtigkeit dieser Angabe nachzupriifen, 
andrerseits um gewissen Eigentiimlichkeiten der Schardinger- 
Reaktion, auf die wir unten noch zu sprechen kommen werden. 
nachzugehen, haben wir auch eine Anzahl von Milchproben 
von nachweisbar altmilchenden, gesunden Kiihen untersucht. 
Wir geben das Resultat eines Teiles dieser Untersuchungen in 
nachstehender Tabelle bekannt. 
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Nahere 
Bezeichnung 


Kuh Nr. 95 
Kuh Nr. 91 


Kuh Nr. 94 


” 


Kuh Nr. 116 


Kuh Nr, 135 


” 


Kuh Nr. 110 


” 


Kuh Nr. 109 


Kuh Nr. 76 


” 


n 


Kuh Nr. 128 


Kuh Nr. lll 


y 


Letzte Geburt 
ist erfolgt vor 





Tagen: 


105 


100 
104 


109 
200 
209 
222 
61 
70 
79 


103 
107 


112 


1) Bei 65°. 
2) Nach 3 Stunden ist nur das untere Drittel entfarbt. 
3) Milch geronnen. 





Die Untersuchung der Milch wurde vor- 


genommen in 
1/,—i 3 5 7 22 24 
Stunden nach Entnahme 
Die Reduktionszeit betrigt 
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4 1 /2’ 5 5 4 1/,! 
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1g 13’ | 121/,’ 12’ 
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(orl, 9’ 61/,’ \13/, *) 
“le 
10’ 10’ 10’ 
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‘31 rt) 6’ 7’ 51/,' 
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a 13/4'3) 
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{1/71 é 21/,/2) 
“is / = 13 
61/,' | 51/,’ 4’ 
“ 4’ 
44 4 
vo vo j 
. « > 
‘ , , e 
8 6 
\21/,' 1) l 1/,! 1 
y id §1/,’ 5 
5 , 
Yous 6’ 6’ 31/2’ 11/2’ 3) 
“jj, } 
6’ , nd , 4 
(2"/,") | 4 51/s 6 
10’ To! | 79! | 6 
f 13 1/,! 20/ eid 12’ | 4’ 1) 
12) 1 2 27 
8’ 9’ , « 
\ 4’) 51), 9 15’*) 
ll 1/,! 9 10’ 8’ 
7 8’ 3 1) 8’ 3’ 1) 
(Te 10 | 91/,! 7 | 3) 
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Bemer- 
kungen 


Kalb saugt 
28 Tage 
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Auf Grund vorstehender Untersuchungen kénnen wir die 
Richtigkeit des eingangs dieses Abschnittes angefiihrten Satzes von 
Koning und Schern, im allgemeinen wenigstens, bestitigen. 
Nur bei Kuh Nr. 116, 2. Untersuchung, bei Kuh Nr. 135, 2. Un- 
tersuchung, und bei Kuh Nr. 128, 2. Untersuchung, haben sich 
geringe Abweichungen ergeben. Da8 iibrigens hie und da bei 
,altmilchenden“ Kiihen zum Teil erhebliche Abweichungen von 
der Norm, Verzégerungen des Eintritts und selbst Ausbleiben 
der Reaktion vorkommen, haben wir schon oben auf 8. 306 u. 307 
bemerkt. Weiterhin sind wir im Laufe unserer Untersuchungen 
auf nicht wenige Milchen von nachweisbar _,,altmilchenden‘, 
gesunden Kiihen gestoBen, die die Schardinger-Reaktion nicht 
innerhalb der geforderten Zeit gegeben haben. Diese Abweichungen 
von dem oben als Norm angesprochenen Verhalten der Milch 
, altmilchender‘‘ Kiihe sind immerhin so zahlreich, daB wir hier 
besonders hervorheben méchten, daf die obige Behauptung 
Konings und Scherns nicht fiir alle Faille und nicht unter 
allen Umstanden zutrifit. 

Ein Umstand allerdings ist dabei sehr zu beachten — und 
auf diesen kénnen vielleicht manchmal Falle der eben beschrie- 
benen Art zuriickgefiihrt werden —- nimlich die Tatsache, da 
der Zeitpunkt der Milchentnahme, d. h. die Linge der Zeit, 
die zwischen dem letzten Melken und der Probemilchentnahme 
verstrichen ist, von sehr wesentlichem Einflu8 auf den Enzym- 
gehalt der betreffenden Milch ist. Wir haben oben schon, wo 
wir das Verhaltnis zwischen Fettgehalt und Enzymgehalt durch 
fraktioniertes Melken gepriift haben, feststellen kénnen, daB 
Restmilch rascher entfairbt als Mittel- und Anfangsmilch. Wir 
haben diese Frage weiter verfolgt; wir haben zu diesem Zwecke 
zur tblichen Melkzeit (morgens und abends), nachdem also 
seit dem letzten Melken etwa 12 Stunden verflossen waren, 
den betreffenden Kiihen zuerst 150 ccm Milch entnommen, 
hierauf das Euter bis auf etwa 200 ccm ausmelken lassen, diese 
letzten 200 ccm, ebenso wie die beiden ersten Proben, in einem 
besonderen GefaB aufgefangen und nun jede Probe fiir sich auf 
ihren Enzymgehalt gepriift. Es hat sich dabei gezeigt, da die 
ersten 150 ccm Milch das Reagens 6fters nicht in der geforderten 
Zeit entfairbt haben, daB der Ablauf der Reaktion verzégert 
gewesen ist, wahrend die beiden andern Proben die Reaktion 
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innerhalb 10 bis 12 Minuten gegeben haben. Die zuletzt ge- 
wonnenen 200 ccm entfairbten dabei regelmaBig friiher als die 
mittlere und die erste Milchprobe. 

Um sich vor Irrtiimern zu bewahren, ist es deshalb not- 
wendig, diese Verhaltnisse zu beriicksichtigen und bei der Milch- 
entnahme sich dariiber zu vergewissern, wann das letzte Melken 
stattgefunden hat. Denn wenn wir kurze Zeit nach dem iiblichen 
Melken die Probe entnehmen, so erhalten wir die rasch und 
fast bei allen Kiihen, auch bei den ,,frischmilchenden‘‘, ent- 
farbende Restmilch; und wenn zwischen Melken und Probe- 
entnahme lange Zeit verstrichen ist und wenn wir nur unsere 
Probe dem Euter entziehen, erbalten wir Anfangsmilch, die 
unter Umstainden nur Spuren Enzym enthalt und bei der in 
iiblicher Weise angestellten Schardinger-Probe eine verzégerte 
Reaktion oder selbst ein negatives Resultat liefert, obwohl das 
Gesamtgemelke vielleicht entfarbt. 

Auch darauf miissen wir hinweisen, daB die einzelnen 
Euterviertel einer und derselben Kuh — worauf iibrigens auch 
schon Schern aufmerksam gemacht hat — Milch von _ ver- 
schiedenem Enzymgehalt liefern kénnen; es ist deshalb, wenn 
nicht gerade aus besonderen Griinden die Milch eines einzelnen 
Viertels untersucht werden soll, angezeigt, die Mischmilch aus 
simtlichen vier Vierteln zur Anstellung des Versuchs zu verwenden. 

Auf was ist nun wohl die Tatsache zuriickzufiihren, daB 
in Restmilch mehr Enzym vorhanden ist als in Anfangsmilch? 
Mit dem héheren Fettgehalt der Restmilch ist der gré8ere 
Enzymgehalt, wie wir oben schon ausgefiihrt haben, nicht in 
direkten Zusammenhang zu bringen. Das Saugen des Kalbes 
oder das Melken iibt wohl einen funktionellen Reiz auf das 
Organ aus. Inwieweit aber mit der dadurch bewirkten Erhéhung 
der sekretorischen Tatigkeit der Driisenzellen und der Steigerung 
der Stoffwechselvorginge im Euter auch die Enzymproduktion 
beeinflu8t wird, entzieht sich unserer Kenntnis. 

Nach diesen Ausfiihrungen diirfte es nunmehr an der Zeit 
sein, an die Beantwortung der Frage heranzugehen, wodurch 
die Entfairbung des F.M. herbeigefiihrt wird. Wir haben den 
die Entfarbung bewirkenden KG6rper bis jetzt als Schardinger- 
Enzym bezeichnet, ohne die Berechtigung hierzu naher zu 
begriinden. 
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Schardinger selbst war geneigt, die Entfirbung des F. M. auf 
das Reduktionsvermégen von H,S, der seiner Meinung nach immer in 
roher Milch vorhanden ist, zuriickzufiihren. Utz konnte jedoch H,S in 
frischer Milch nicht nachweisen, und die von Koning in dieser Richtung 
angestellten Versuche sprechen ebenfalls gegen obige Annahme; letzterer 
hat nachgewiesen, da8 Methylenblau weder durch Formalin, noch durch 
eine neutrale Formalin-Milchzuckerlésung, und ebensowenig durch H.S, 
NaOH oder Kalkmilch entfirbt wird. Utz und Smidt wollten den 
Milchzucker als reduzierendes Agens beschuldigen, doch konnte nach- 
gewiesen werden, daB Milchzucker nur in alkalischen Lésungen F. M. 
entfirbt, wihrend doch letzteres auch durch neutral bzw. amphoter und 
sauer reagierende Milch entfarbt wird. Sommerfeld war der Ansicht, 
daB das Reduktionsvermégen der Milch gegeniiber von F. M. bakterieller 
Herkunft ist, und Seligmann ist heute noch der entschiedenste Ver- 
treter dieser Ansicht. Tatsichlich gibt es ja, wie Koning u. a. nach- 
gewiesen haben, zahlreiche Bakterien, die in der Milch vorkommen und 
Stoffe produzieren, durch die F. M. entfirbt wird. Trommsdorff hat 
durch Versuche mit steriler Milch nachgewiesen, daB bei dieser die 
Entfarbung des F. M. ebenso rasch eintritt; er ist der Ansicht, da8 die 
Entfirbung auf die Wirkung eines Enzyms zuriickzufiihren ist, das in 
der Milch praformiert ist. 

Bei unseren zahlreichen Milchuntersuchungen hat sich 
gezeigt, daB die Schardinger-Reaktion bei Milch, die un- 
mittelbar nach der Entnahme aus dem Euter untersucht worden 
ist, in vielen Fallen positiv ausfallt; in der kurzen Zeit zwischen 
Entnahme und Untersuchung konnte sich ein Einflu8 von Bak- 
terien nicht geltend machen, zumal da die ersten 4 bis 5 bak- 
terienhaltigen Strahlen stets beiseite gemolken wurden und die 
Milch immer in sterilen Glisern aufgefangen wurde. Waren 
Bakterien bei der Produktion des Schardinger-Enzyms in 
frischer Milch beteiligt, so miBten wir die Reaktion jederzeit 
auch in Milch von ,,frischmilchenden‘‘ Kiihen erhalten; denn 
diese ist ebenso bakterienhaltig wie andere. Ferner miiBte 
Anfangsmilch rascher entfarben als Mittel- und Restmilch, denn 
die Anfangsmilch enthalt die meisten Bakterien; die Milchproben 
verhalten sich aber gerade umgekehrt. AuBerdem haben wir 
auch nicht wenige steril gewonnenen Milchproben unter- 
suclit und prompte positive Reaktionen erhalten. 


Aus diesen Versuchen und Beobachtungen geht unbestreit- 
bar hervor, daB der die Reaktion auslésende Kérper ein 
Enzym ist und da8 dieses in der Milch praformiert 
vorhanden ist. Derselben Ansicht sind auch Smidt, Brand, 
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Jensen, Oppenheimer, Trommsdorff, Koning und Schern. 
Die Produktion des Enzyms ist wohl als eine besondere Leistung 
der Euterdriiser.zellen anzusehen. 

DaB es sich tatsiichlich um ein Enzym oder um einen 
enzymartigen Kérper handelt, geht daraus hervor, daB das 
wirksame Agens ahnliche Eigenschaften aufweist, wie wir sie 
den Enzymen als eigentiimlich zusprechen. Es mége hier nur 
an die Empfindlichkeit gegeniiber von Cyanwasserstoff, von 
konservierenden und desinfizierenden Substanzen, insbesondere 
auch von erheblicheren Zusaitzen von Formalin, und ferner an 
das Verhalten gegeniiber von héheren Temperaturen erinnert 
sein; in letzter Beziehung sei erwahnt, daB das Schardinger- 
Enzym bei Temperaturen von iiber 65° allmahlich unwirksam 
und, wie Schardinger, Smidt, Rullmann') und Koning 
nachgewiesen haben, bei Temperaturen von gegen 70° und 
dariiber zerstért wird. Es empfiehlt sich daher, jedenfalls keine 
hoheren Temperaturen als 65° anzuwenden. 

Wir méchten hieran anschlieBend gleich eine Beobachtung 
mitteilen, die auch von Koning und Schern gemacht wurde, 
namlich daB die optimale Temperatur fiir das Eintreten der 
Reaktion bei Milch von altmilchenden Kiihen bei 65°, bei der 
von frischmilchenden Kiihen bei 45° liegt. Wendet man die 
Temperaturen je umgekehrt an, so tritt eine Verzégerung der 
Entfairbung ein. 

Auf eine schon bei der Untersuchung der Milch der ,,frisch- 
milechenden“ Kiihe und nun auch bei der der Milch der ,,alt- 
milchenden‘‘ Kiihe beobachtete Erscheinung miissen wir auf- 
merksam machen. Aus Tabelle Il und aus den weiter vorn 
abgedruckten Tabellen ist zu entnehmen, daB Milch unmittelbar 
nach ihrer Entnahme aus dem Euter die Schardinger- 
Reaktion gibt, ja daB in einzelnen Fallen die unmittelbar nach 
ihrer Gewinnung untersuchte Milch etwas rascher entfairbt als 
altere, die einige Stunden gestanden hat. Auch Schardinger, 
Utz, Trommsdorff und Koning konnten beobachten, daB 
Milch, die einige Stunden gestanden hat, nicht selten eine etwas 
lingere Reaktionszeit in Anspruch nahm als ganz frische Milch. 
Wir konnten diese Erscheinung zuweilen nicht nur bei durch 


gewohnliches Melken gewonnener, sondern auch bei steril ent- 
1) Zeitschr. f. Nahrungs- u. GenuBmittel 1904, 81. 
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nommener Milch wahrnelimen und weiterhin feststellen, daB die 
entfarbende Kraft der Milch etwa gegen die siebente Stunde 
nach Entnahme adnahm, um von da an wieder anzusteigen, 
so da die Milch nach 24 Stunden meist rascher entfarbte als 
die unmittelbar nach der Gewinnung untersuchte Milch. 

Die Ursache des zuweilen beobachteten anfanglichen Zuriick- 
gehens der entfairbenden Kraft der Milch konnten wir nicht 
eruieren. Von einer schidigenden Einwirkung von in der Milch 
enthaltenen Bakterien auf das Schardinger-Enzym kann nicht 
wohl die Rede sein, denn die gleiche Erscheinung konnten wir 
auch in einigen Fillen in steriler Milch beobachten. DaB die Er- 
scheinung mit dem CO,-Gehalt frischer Milch und mit dem 
Entweichen der Kohlenséure beim Stehen der Milch— wie Koning 
meint — in Zusammenhang zu bringen ist, miissen wir bezweifeln, 
insbesondere mit Riicksicht auf die Ergebnisse unserer Versuche 
mit steriler Milch auf 8. 318, wo sich die Milch nach mehrstiindigem 
Aufbewahren sogar etwas rascher entfarbt hat. 

Wir haben oben erwahnt, daB die reduzierende Kraft der 
Milch Formalin-Methylenblau gegeniiber etwa von der 7. Stunde 
nach der Entnahme an zunimmt, und miissen noch hinzufiigen, 
da®8 die Milch von dieser Zeit an auch gewodhnliche alkoholische 
Methylenblaulésung zu entfairben imstande ist. Es hat sich 
also in dieser Zeit in der Milch ein Korper gebildet, der die 
Schardinger-Reaktion unterstiitzt und auch alkoholische Me- 
thylenblaulésung entfairbt. Zweifellos ist die Entstehung 
dieses Koérpers auf Bakterien zuriickzufiihren. Denn 
gerade zu der oben erwaihnten Zeit ungefahr pflegt die bactericide 
Phase der Milch abgelaufen zu sein, und es kommt nun zu einer 
massenhaften Vermehrung der in der Milch enthaltenen Bakterien. 

DaB in der postbactericiden Phase der Milch tatsiachlich 
die Bakterien es sind, die den reduzierenden Korper liefern, 
geht daraus hervor, daf pasteurisierte Milch, in der wohl das 
Schardinger-Enzym, aber nicht alle Sporen der Bakterien 
vernichtet sind, nach einiger Zeit die Fahigkeit, zu reduzieren, 
wieder annehmen kann; ferner auch daraus, da die Reduktions- 
kraft der Milch im allgemeinen mit zunehmender Bakterienzahl 
steigt, daB diese Fahigkeit durch Kochen verschwindet, aber 
nach Impfung der gekochten Milch mit geeigneten Bakterien 
oder mit bakterienhaltiger Milch wieder auftreten kann. Da 
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das Schardinger-Enzym selbst durch Erhitzen auf iiber 
70° vernichtet wird, so kénnen nur die Bakterien es sein, die 
der pasteurisierten bzw. gekochten Milch die Fahigkeit, zu ent- 
fiirben, wieder verleihen. 

In steril gewonnener und steril gehaltener Milch tritt eine 
Zunahme der Reduktionskraft nicht ein, wie wir durch folgende 
Versuche nachgewiesen haben: Wir haben in einer Anzahl steriler 
Erlenmeyer-Kolbchen unter aseptischen Kautelen gleichzeitig 
aus einem und demselben Euter Milch gewonnen und jeweils 
das erste Kélbchen sofort nach der Entnahme der Milch, das 
zweite nach 4stiindigem, das dritte nach 7stiindigem und das 
vierte nach 22stiindigem Stehen auf die Reduktionsfahigkeit 
der betreffenden Milch untersucht. Gleichzeitig haben wir, um 
jedem Einwand vorzubeugen, bei den zwei ad hoc angestellten 
Versuchen von jeder einzelnen Milchprobe den Keimgehalt durch 
Plattenverfahren und Zahlung bestimmt. Es sind zwei (I u. 11) 
gesunde, sicher ,,altmilchende“‘ Kiihe zur Verwendung gekommen. 
Die Einzelheiten sind aus nachstehender Tabelle ersichtlich. 


Tabelle III. 








a a Reaktions- Keime pro Kubik- 
Kélbchen | Zeit der Untersuchung zeit zentimeter Milch 
Nr. nach Entnahme 
, i & I | Il 
l sofort 173/,’ 61/,’ 46 0 
2 nach 4 Std. 16’ 61/,’ 12 0 
3 nach 7 Std. 15’ im 16 0 
4 nach 22 Std. 17’ | 61/,’ 24 0 











Wir ersehen aus obiger Tabelle, daB die Milch teils voll- 
stindig keimfrei war, teils nur wenige Bakterien enthielt, so 
wenige, daB sie unsern Versuch in keiner Weise beeinflussen 
konnten. Ein Vergleich der Reduktionszeiten der einzelnen 
Milchproben von Kuh I und II je unter sich zeigt, da8 keine 
wesentlichen Zeitunterschiede bestehen und daB namentlich die 
Milchproben, die nach 22stiindigem Stehen untersucht worden 
sind, sich nicht friiher entfarbt haben als die sofort nach der Ent- 
nahme aus dem Euter untersuchten; ein Ansteigen der Reduk- 
tase und eine Beschleunigung der Entfarbung ist deshalb nicht 
eingetreten, weil eben keine oder nicht geniigend viele Bakterien 
vorhanden gewesen sind, die reduzierende Substanzen hiatten 
produzieren kénnen. 








‘ 








a. 
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Aus diesen Untersuchungen entnehmen wir, da8 in der 
Milch zwei Korper vorhanden sein kénnen, die dieselbe Eigen- 
schaft, Formalin-Methylenblau zu entfairben, besitzen. Diese 
beiden Kérper brauchen aber deswegen nicht identisch zu sein, 
sie iiben wohl denselben Effekt aus, sind aber ihrem Wesen und 
ihrer Herkunft nach total verschieden: der eine ist ein in der 
Milch praformiertes, lésliches Enzym, ein spezifisches 
Produkt der Euterdriisenzellen, steht mit der Bakterien- 
flora der Milch in keinerlei Beziehung und entfarbt nur 
F. M.; der andere verdankt seine Entstehung Bakterien, 
ist ein Bakterienenzym, ein Ferment, an das Dasein 
lebenden Protoplasmas geknipft und entfarbt auBer 
F. M. gew6hnlich auch alkoholische Methylenblaulésung. 


Aus vorstehenden Ausfiihrungen ergeben sich folgende 
SchluBfolgerungen. 


I. 


1. Das Thermodiaskop von Schern erleichtert die Aus- 
fiihrung der Schardingerschen Probe. 

2. Das Abmessen der Fliissigkeiten mittels Pipetten ist der 
Benutzung der von Schern empfohlenen, graduierten Reagens- 
glischen, weil genauer, vorzuziehen. 

3. Unmittelbar nach der Geburt und nicht selten auch noch 
in den nichstfolgenden Tagen gibt Kuhmilch (Colostralmilch) 
die Schardingersche Reaktion, wenn auch zuweilen verzégert. 

4. In der Milch , frischmilchender‘‘ Kiihe bleibt die Reaktion 
in der Regel aus und zeigt sich in den meisten Fallen erst 
nach Verlauf von 3 bis 8 Wochen post partum wieder. 

5. Die Zeit des Wiedereintritts der Reaktion nach der 
Geburt ist groBen Schwankungen unterworfen, deren Ursachen 
nicht immer feststellbar sind. 

6. Das Saugen des Kalbes ist von keinem EinfluB auf die 
Zeit des Wiedereintritts der Reaktion nach der Geburt. 

7. Allgemeinerkrankungen und Entziindungen des Euters 
beeinflussen die Schardinger- Reaktion. 

8. Der Enzym- (Reduktase-) Gehalt der Milch ist nicht von 
dem Fettgehalt abhangig. 

9. Das Schardinger-Enzym wird im Rahm und in der 
Restmilch angereichert angetroffen. 
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10. Das Enzym fehlt nie ganz, auch nicht in der Milch 
frischmilchender Kiihe, was daraus hervorgeht, daB sich im Rahm 
bzw. in der Restmilch stets wenigstens Spuren des Enzyms 
nachweisen lassen und daf Mich +- Colostralmilch rascher ent- 
firbt als dieselbe Milch +- Wasser. 

11. In der Milch frischmilchender Kiihe ist kein ,, Reduktase- 
bekimpfer‘‘ (Antiferment) enthalten. 

12. Zwischen dem Enzymgehalt ,,altmilchender‘ und ,,frisch- 
milchender“‘ Kiihe bestehen nur quantitative Unterschiede. 

13. Zur Entfirbung eines gewissen Quantums der F. M.- 
Lésung braucht man ein entsprechendes Quantum Reduktase. 


If. 


14. 10 ccm Milch von gesunden ,,altmilchenden“ Kiihen 
entfarben 1 ccm F. M. in der Regel innerhalb 4 bis 12 Minuten. 
Abweichungen von dieser Regel kommen 6fters vor. 

15. Die Zeit, die zwischen dem letzten Melken und 
der Entnahme einer Milch verflossen ist, ist von Einflu8 auf 
den Enzymgehalt dieser Milch. 

16. Beim fraktionierten Melken enthalt die Anfangsmilch 
wenig, die Mittelmilch mehr und die Restmilch am meisten 
Reduktase. 

17. Die einzelnen Euterviertel einer und derselben Kuh 
kénnen Milch von verschiedenem Reduktasegehalt liefern. 

18. Steril entnommene Milch entfirbt gerade so, wie die 
durch das iibliche Melken gewonnene. 

19. Der die Entfarbung bewirkende Ké6rper ist ein in der 
Milch praformiert vorhandenes Enzym. 

20. Temperaturen von iiber 65° machen das Enzym un 
wirksam. 

21. Die optimale Reaktionstemperatur ist fiir Milch ,,alt- 
milchender*‘ Kiihe bei 65°, fiir die ,,frischmilchender“ Kiihe 
bei 45°. 

22. In bakterienhaltiger Milch tritt nach Ablauf der bac- 
tericiden Phase eine Zunahme der Reduktionskraft ein, in steriler 
Milch nicht. Die Zunahme ist auf fermentproduzierende Bakterien 
zuriickzufiihren. 





























Das Verhalten des Fettes tierischer Organe bei 
antiseptischer Aufbewahrung. 
Von 
Nagamichi Shibata. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Tokio.) 


(Eingegangen am 29. Januar 1911.) 


Wenn von Tieren getrennte Gewebe oder Organe vor Fiul- 
nis geschiitzt bei Zimmertemperatur aufbewahrt werden, so 
unterliegen dieselben dem Prozesse einer langsam verlaufenden 
Autolyse. Das mikroskopische Bild solcher Organe entspricht 
demjenigen bei der sogenannten fettigen Degeneration der Patho- 
logen. Farbt man mikroskopische Priparate derselben mittels 
Flemmigscher Lésung oder Sudan III, so nehmen die ge- 
farbten Fettkiigelchen mit der Dauer der Autolyse bedeutend 
an Menge zu. Dieses Verhalten hat friiher A. Sata‘) ein- 
gehend verfolgt. 

Sata hat frisch geschnittene Stiicke von Leber, Niere und Herz von 
Menschen und getéteten Tieren (Meerschweinchen, Hunden und Katzen) 
teils einfach in Wasser gelegt, teils mit Sublimat — Carbolwasser oder 
Alkohol — gut gewaschen und dann mdglichst steril aufbewahrt. Sowohl 
in den in Faulnis begriffenen als auch in den bis zuletzt ganz steril ge- 
bliebenen Lebern und Nieren trat eine deutliche Vermehrung der ge- 
farbten Fettkiigelchen nach 5 Tagen auf und erreichte nach 25 Tagen 


1) A. Sata, Uber die postmortale Fettbildung der tierischen Ge- 
webe. Mitteilungen der Med. Ges. zu Tokio 16, H. 19, 1902. 
Biochemische Zeitschrift Band 31. 21 
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ihr Maximum. Hieraus glaubte Sata den SchluB ziehen zu diirfen, daB 
sich das Protoplasmaeiwei8 der Organe nach dem Tode der Tiere z. T: 
in Fett umwandelt, und somit die alte Virchowsche Lehre von der 
Fettneubildung aus dem ProtoplasmaeiweiB bei fettiger Degeneration 
innerer Organe von neuem bestitigt zu haben. 


Diese SchluBfolgerung von Sata ist indessen durchaus nicht be- 
griindet; denn in tierischen Geweben und Organen kommen bekanntlich 
auBer Neutralfett eine ganze Anzahl solcher Verbindungen vor, die im 
Molekiil Fettsaiureradikale enthalten, wie Lecithin, Jecorin, Protagon, 
Cerebrin, Seifen, Fettsaiurecholesterinester usw. Die Zunahme der farb- 
baren Fettkiigelchen im Laufe der Autolyse (gleichbedeutend mit der 
Dauer der antiseptischen Aufbewahrung der Organe) kann auf ver- 
schiedene Weisen zustande kommen, indem die anfanglich nicht sicht- 
baren Lipoide infolge der autolytischen Mazerationen sich in farbbare 
Formen umwandeln. Waldvogel behauptet, daB sich bei der Autolyse 
die Menge der iibrigen Lipoide auf Kosten des ,,Lecithins‘‘ vermehre. 
Derselbe nimmt auch an, daB die Gesamtmenge des Fettes sich bei der 
Autolyse vermebrt. 

Vor kurzem hat K. Ohta") iiber dasselbe Thema eine 
Abhandlung publiziert und die vorliegenden Angaben kritisch 
erértert. Ohta selbst gelangte bei seinen Untersuchungen zu 
dem Resultate, daB die Gesamtmenge der hochmolekularen 
Fettsiuren bei der Autolyse und antiseptischer Aufbewahrung 
der Leber weder zu- noch abnimmt, also ganz unverindert 
bleibt. Wie Ohta mit Recht hervorhebt, kann die wirkliche 
Fettneubildung aus anderen Verbindungen in den Organen nur 
dann mit voller Sicherheit als erwiesen erachtet werden, wenn 
in der Tat eine Vermehrung der Gesamtmenge hochmolekularer 
Fettsiuren sicher zu konstatieren ware. Eine bloBe Ver- 
mehrung des Atherextrakts oder Alkohol- resp. Chloroformather- 
extrakts allein hat dagegen mit der wahren Fettvermehrung 
nichts zu tun. Da man leider bis vor kurzem Atherextrakte 
allerlei Herkunft ganz einfach als ,,Fett‘ betrachtet hat, so 
war die Entwirrung der Fettbildungsfragen bis jetzt ganz un- 
méglich. Da Ohta in dieser Hinsicht mit der einwandfreien 
Fettbestimmungsmethode von Kumagawa-Suto gearbeitet hat 
und demgemé8 gegen den von ihm gezogenen Schlu8 nichts 
einzuwenden ist, so habe ich doch dieses Thema von neuem 


1) Uber das Verhalten des Organfettes bei der Autolyse und anti- 
septischem Aufbewahren. Diese Zeitschr. 29, 1, 1910. 
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in Angriff genommen, weil zur definitiven Entscheidung einer 
biologisch so bedentsamen Frage wie der Fettbildung aus Ei- 
weiB im Tierkérper erneute Nachpriifungen doch wiinschens- 
wert erscheinen, um so mehr, da Ohta doch nur mit Pferde- 
lebern sichere Resultate zu verzeichnen hatte. 

Ohta hat durch zahlreiche Einzelbestimmungen von einem Pferde- 
leberbrei den Fetttgehalt wahrend der Autolyse bis zu 30 Tagen ver- 
folgt. Bei einer zweiten Pferdeleber hat Ohta in Parallelversuchen die 
Autolyse bei 37 bis 40° C unter antiseptischer Aufbewahrung bei Zimmer- 
temperatur sogar 100 Tage beobachtet. Dabei betrug die Differenz des 
Leberfettes in den Einzelbestimmungen wahrend 100 Tagen héchstens 
3°/. Die weitaus meisten Zahlen stimmten noch viel genauer iiberein. 
Dagegen haben die Autolysen einer Rindsherzmuskulatur, die 30 Tage 
lang untersucht worden war, wenig zufriedenstellende Resultate ergeben. 
Die Schwankungen der Fettzahlen betrugen hier um + 10°/,. Ohta fihrt 
diesen Befund darauf zuriick, daB die Mischung des Muskelbreis wegen 
der eigenartigen Struktur des Organs méglicherweise nicht ganz gleich- 
maBig gewesen sei. Ohta hat somit nur zwei Pferdelebern und ein Rinder- 
herz untersucht, obwohl bei der zweiten Leber seine Beobachtungszeit sich 
auf 100 Tage ausdehnte. 


Ich habe im folgenden 5 Lebern, 7 Nieren und 1 Ober- 
schenkelmuskel von 2 Kaninchen, 1 Hund, 1 Katze und 
5 Menschen untersucht. Im ganzen habe ich je 90 Fett- 
und Cholesterinbestimmungen ausgefiihrt. Ferner habe ich 
auBer den Fettbestimmungen in jeder Serie mikroskopische 
Praiparate mit Osmiumsaure und Sudan III gefarbt. Allerdings 
erstreckte sich meine langste Beobachtungszeit nur auf 46 Tage. 
Da Ohta in seinen Parallelversuchen gezeigt hat, daB der Fett- 
gehalt sich bei Autolyse und antiseptischer Aufbewahrung ganz 
gleichmaBig verhielt, so habe ich in allen folgenden Versuchen 
antiseptische Aufbewahrung allein angewendet. 


Versuchsanordnungen. 


Frische, wasserhaltige Organe absolut keimfrei beliebig lange Zeit 
aufzubewahren, ist eine auBerst schwierige Aufgabe, wie dies auch Sata 
ganz besonders betonte. Sata konnte die mit Sublimat, Carbolwasser 
oder Alkohol gut ausgewaschenen Organe in seiner 25tigigen Versuchs- 
dauer nur zweimal ganz steril erhalten. Gerade die Leber ist dasjenige 
Organ, das sich schwer keimfrei aufbewahren laBt. 

Deshalb habe ich bei Leber und Nieren besondere Voroperationen 
angestellt. Diese Organe wurden im Zusammenhang mit méglichst langen 


HauptgefiBen unversehrt aus den Kérpern herausgenommen und bei den 
21* 








324 N. Shibata: 


Lebern von der Pfortader und bei den Nieren von den zufiihrenden GefaBen 
aus mit sterilem Kochsalzwasser (1°/,) unter gewissem Druck ausgespiilt, 
bis das AbfluBwasser beinahe farblos herausfloB. Alsdann wurde das 
Spiilwasser durch chloroformgesittigtes Kochsalzwasser ersetzt und die 
Ausspiilung weiter fortgesetzt, bis die Fliissigkeit nunmehr ganz farblos 
abfioB. Von den so gereinigten Lebern wurden Stiicke aus médglichst 
gefiBfreien Teilen herausgeschnitten. 


Von den Nieren wurden Rindenteile nach Kapselabziehung heraus- 
geschnitten. Dieselben wurden in die vorher tarierten kleinen Doppel- 
schalen hineingebracht und gewogen. In jede Schale wurde vorher eine 
Schicht Gaze gelegt, die mit Chloroformwasser gut durchtrinkt wurde. 
Nachdem je ein Organstiick auf die Gaze aufgelegt und mitsamt dem Deckel 
abgewogen worden war, wurde eine passende Menge Kochsalzchloroform- 
wasser dariiber gegossen, so da8 das Organstiick ganz in die Fliissigkeit 
tauchte. AuBerdem wurde noch ein ganz kleines Organstiickchen extra 
hinzugelegt, das zur mikroskopischen Fettfirbung diente. Mehrere solcher 
mit Organstiickchen beschickter, fiir sich geschlossene Schalchen sind nun 
in einer groBen Petrischale, die im Boden etwas Chloroform enthialt, ge- 
schlossen aufbewahrt worden, so da alle Organstiickchen dauernd in 
mit Chloroform gesattigtem Kochsalzwasser verweilten. Impfversuche auf 
Agarniihrboden, die vor jeder Fettbestimmung angestellt worden sind, 
waren ein Zeugnis dafiir, daB alle Proben ohne Ausnahme vollkommen 
sterii blieben. 

Alle Fettbestimmungen geschahen selbstverstaindlich nach der 
Verseifungsmethode von Kumagawa-Suto. Hierzu wurden Organstiicke 
herausgenommen und im Becherglas genau nach der Vorschrift durch 
Laugenzusatz verseift. Anfinglich mu8 man bei der Verseifung die 
Mischung vorsichtig umriihren, bis das Chloroform vollkommen entwichen 
ist. Sonst tritt leicht unangenehmes Schiumen auf. Die untergelegte 
Jaze wurde fiir sich mit kochendem Alkoho! vollkommen extrahiert und 
der Alkoholriickstand, sowie derjenige des Chloroformkochsalzwassers nach 
dem Verdunsten mit der Hauptmasse zusammen verseift. 


Zur Fettfarbung habe ich Griiblersche Praiparate von Osmium- 
siure und Sudan III benutzt. Zur Auflésung von Sudan III wird in der 
Regel Alkohol vorgeschlagen. Um die fettlésende Wirkung desselben zu 
vermeiden, habe ich vergeblich versucht, durch Zusatz von Saéure oder 
Alkali den Gehalt des Alkohols méglichst herabzusetzen. Es hat sich 
dabei herausgestellt, daB die schwichste Konzentration desselben, die 
noch gute Fettfirbung bewirkt, 70°/,ig war. Deshalb habe ich bei 
meinen Untersuchungen diese Konzentration des Alkohols ohne Saure- 
resp. Alkalizusatz beibehalten. Es ist kaum nétig zu erwihnen, daB 
alle erforderlichen Reagenzien, wie Alkohol, Athylather, Petrolither usw. 
vor dem Gebrauch durch Destillation gereinigt worden sind. Die Gaze 
wurde vorher durch griindliche Alkoholextraktion von Spuren von 
Lipoiden befreit. Alle sonstigen Einzeldaten sind in den Tabellen ver- 
zeichnet. 
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Material von Kaninchen I. — Kérpergewicht 1,95 kg. 
Untersuchung am 12. Marz 1910 begonnen. 
1. Oberschenkelmuskel. 

















2g > 20 Menge des Menge der 
Art 7 7S < 5 gereinigten hoch- Menge des 
der Probe 2% || Petrolither- | molekularen | Cholesterins 
Proben Nr. = : Tt. ¢ extraktes Fettsiuren 
= | 20 
Kontroll- 1 4,120 0,0297 0,7209 | 0,0217 0,5267 | 0,0080 0,1942 
probe 2 9,068 0,0613 0,6761 | 0,0443 0,4926 | 0,0170 0,1875 
Mittel 6,594 0,0455 0,6985 | 0,0330 0,5097 | 0,0125 0,1909 
Eigentliche 1 5,447) 7 | 0,0384 0,7049 | 0,0280 0,5158 | 0,0103 0,1891 
Probe 2 5,505 | 7 | 0,0390.0,7084 | 0,0285 0,5177 | 0,0105 0,1907 
Mittel 5,476 7 | 0,0387)0,7066 | 0,0283 0,5167 | 0,0104 0,1899 
2. Leber. 
Kontroll- 4,342 0,0866 1,995 | 0,0694 1,598 |0,0172 0,3961 
probe 2 5,891 0,1164 1,976 |0,0931 1,580 |0,0233 0,3956 
Mittel 5,117 0,1015 1,986 |0,0813 1,589 10,0203 0,3959 
Eigentliche ] 4,362 7 |0,0860 1,972 |0,0686 1,573 |0,0174 0,3988 
Probe 2 | 8,200 7 |0,16241,981 |0,13001,586 | 0,0324 0,3951 
Mittel 6,281 7 |0,12421,977 |0,0993. 1,573 |0,0249 0,3970 





Die Zahlen sind 





Tabelle Ib. 





Ubersichtstabelle von Ia. 


Klammern angegeben. 





Durchschnittswerte; prozentische Differenzen sind in 





7 ' Menge des _s Menge der hoch- 
Namen Tage der Petrolather- molekularen Menge des 
des Aufbe- aha Fettsiure Cholesterins 
Organs wahrung a —_— 
i % % % 
Oberschenkel- 0,6985 0,5097 0,1909 
muskel (100) (100) (100) 
-. 7 0,7103 0,5241 0,1892 
(101,7) (102,8) (99,13) 
Leber 1,986 1,589 0,3959 
(100) (100) (100) 
Ps 7 1,977 1,573 0,3970 
(99,56) (98,97) (10,2) 








Bei 7tagiger Aufbewahrung sind die prozentischen Diffe- 


renzen der Petrolitherextrakte sowohl bei 


Muskel 


wie bei 


Leber unter 1°/, geblieben. Die Werte des Cholesterins stimm- 
ten bei der Leber und dem Muskel fast vollkommen iiberein. 
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Dagegen war die Menge der Fettsiuren beim Muskel um 2°/, 
mehr und bei der Leber um 1°/, weniger. 


Tabelle Ifa. 
Material von Kaninchen II. Kérpergewicht 2,77 kg. 
Untersuchung am 26. Marz 1910 begonnen. 





1. Leber. 
| » § ‘3 sol Menge des | Menge der 
Art Sg <8] gereinigten hoch- Menge des 
der Probe 22 .£4| Petroliither- | molekularen | Cholesterins 
ashen Nr. 2g Z| extraktes Fettsauren 
; = we ; ; 
- © r. - g % ei % ~ % 
Kontroll- l 6,086 0,1698 2,790 | 0,1526 2,507 |0,0172 0,2826 
probe 2 2,904 0,0836 2,878 | 0,0738 2,540 | 0,0098 0,3375 
Mittel 4,495 0,1267 2,835 | 0,1132 2,524 |0,0135 0,3101 
Eigentliche 1 7,581 6 |0,2202 2,904 |0,1970 2,598 | 0,0236 0,3060 
Probe 2 8,890 6 |0,2544 2,862 | 0,2248 2,529 | 0,0296 0,3330 
Mittel | 8,236 6 |0,2373 2,883 | 0,2109 2,563 | 0,0266 0,3195 
Eigentliche 1 | 7,230 12 |0,2057 2,845 |0,1776 2,470 | 0,0271 0,3749 
Probe 2 | 6,390 12 |0,1778 2,783 |0,1578 2,470 | 0,0200 0,3130 
Mittel | 6,810 12 |0,1917 2,814 |0,1677 2,470 | 0,0264 0,3835 
Eigentliche |} 1 | 6,904 15 |0,1933 2,801 | 0,1694 2,462 | 0,0234 0,3491 
Probe 2 6,128 15 |0,1746 2,848 | 0,1548 2,525 |0,0198 0,3390 
Mittel 6,516, 15 | 0,1840 2,825 | 0,1621 2,494 | 0,0216 0,3310 
2. Linke Niere. if 
- 
Kontroll- l 3,603 0,0936| 2,598 | 0,0736 2,043 | 0,0200) 0,5550 ? 
probe 2 — — | _ — — —_i—- 
Mittel | 3,603 0,0936, 2,598 | 0,0736 2,043 | 0,0200 0,5550 
Eigentliche 1 | 3,730 42 | 0,0962, 2,579 | 0,0752 2,016 | 0,0210) 0,5630 
Probe 2);—-/;—-f —] — a Tae —|-—- 
Mittel | 3,730 42 |0,0962 2,579 | 0,0752, 2,016 0,0210, 0,5630 
Tabelle IIb. 























Ubersichtstabelle von Ila. 
Die Zahlen sind Durchschnittswerte; prozentische Differenzen sind in 
Klammern angegeben. 





Namen [age der| Menge doe |Mengs det oeh-| tongs de 
des Aufbe- a: . | Cholesterins 
Organs wahrung oxteakte . Fettsiuren Pe 
— = — fl = —— — fn. a ae — 
Leber 2,835 2,524 0,3101 
(100) (100) (100) 
- 6 2,833 2,563 0,3191 
(101,7) (101,5) (102,9) 
12 2,814 2,470 | 00,3835 
(99,24) (97,86) (123,7) 
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Tabelle IIb (Fortsetzung). 





Namen [tage der| Menge or [Menge der hoeh- seago des 
Aufbe- extraktes Fettsaiuren Cholesterins 
Organs wahrung re a is 
/O /O /O 
Leber 15 2,825 2,494 0,3310 
(99,63) (98,81) (100,3) 
Linke Niere 2,598 2,043 0,5550 
(100) (100) (100) 
. ; 42 2,579 2,016 0,5630 
(99,15) (98,70) (101,4) 








Die Petrolatherextrakte stimmen bei Leber in allen Serien 
mit Kontrollproben sehr gut iiberein. Die Fettsiuren differieren 
um einige Prozente. Einer der sonst sehr gut iibereinstimmenden 
: Cholesterinwerte hat dagegen eine Abweichung von -+-24°/, 
gezeigt. Bei der Niere haben alle Werte in 42 Tagen eine 
Differenz von ~-1°/, erwiesen. 

Tabelle Illa. 
Material von einem Hund von 6 kg Kérpergewicht. 


Untersuchung am 4. April 1910 begonnen. 























1. Leber. 

? 2 § ‘S ol Menge des Menge der 
Art a) < §] gereinigten hoch- Menge des 
der Probe 2% s =| Petrolither- | molekularen | Cholesterins 

Proben Nr. £2 © $] extraktes Fettsiuren 

= SO Wo ; 

7 aS a g % g L % g oy, 

Kontroll- 1 (14,130 0,3828 2,710 | 0,3300 2,336 | 0,0528' 0,3737 
probe 2 18,396 0,4824 2,622 |0,4210 2,288 | 0,0614 0,3337 
Mittel 16,263 0,4326 2,666 |0,3755 2,312 |0,0571 0,3537 
Eigentliche | 1 18,02 20 | 0,4806 2,667 | 0,4198, 2,330 | 0,0608 0,3374 
Probe 2 13,75 20 |0,3740 2,720 | 0,3282, 2,388 | 0,0458 0,3322 
Mittel 15,88 20 |0,4273 2,694 | 0.3740 2,359 | 0,0533 0,3345 
Eigentliche 10,360 26 | 0,2842 2,744 | 0,2482 2,397 | 0,0360 0,3475 
Probe 2 (17,892 26 |0,4700 2,638 | 0,2691) 2,296 | 0,0612 0,3422 
Mittel 14,126 26 |0,3771 2,691 | 0,2389 2,346 | 0,0486 0,3449 
Eigentliche | 1 8,901 34 |0,2450 2,753 0,2110 2,371 | 0,0340 0,3820 
Probe 2 18,823 34 |0,4898 2,602 | 0.4261, 2,2263] 0,0637 0,3384 
Mittel 13,862 | 34 | 0,3674 2,678 | 0,3186 2,3590) 0,0489 0,3602 
Eigentliche | 1 18,45 46 |0,4820 2,612 |0,4180 1,999 | 0,0640 0,3469 
Probe 2 17,339 46 |0,4690 2,705 | 0,4130 2,365 | 0,0590 0,3403 
Mittel 18,193 , 46 |0,4755 2,668 | 0,4116 2,324 | 0,0615 0,3436 
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2é +3 col Menge des | Menge der 
Art 7.9 \< 5 gereinigten hoch- Menge des 
Probe 3 |$ S| Petrolither- lekul Cholesteri 
der \ &% |S] Petrolither- | molekularen 10lesterins 
Proben Nr. =2& |5 | extraktes Fettsaéuren 
s fy a = + o © re) 
- oO & a o = o £ o 
2. Rechte Niere. 
Kontroll- | 1 | 9,657 02746) 2,844 | 0,2278 2,359 | 0,0468) 0,4846 
probe 2 8,276 0,2296 2,774 | 0,1904 2,300 | 0,0392 0,4737 
Mittel 8,967 0,2521 2,809 |0,2091 2,330 | 0.0430) 0.4786 
Eigentliche} 1 8,1940 45 | 0,2268 2,768 | 0,1878 2,292 | 0,0390 0,4760 
Probe 2 9,5134 45 10,2678 2,815 | 02242 2.357 | 0,0436 0,4583 
Mittel 8.8537) 45 10,2473) 2,792 | 0,2060 2,325 | 0.0413) 0,4672 
3. Linke Niere. 
Kontroll- 1 9,718 0,2685 2,755 |0,2245 2,302 | 0,0440) 0,4528 
probe 2 9,070 0,2572| 2,835 | 0,2152 2,372 | 0,0420, 0,4630 
Mittel 9,394 0,2629 2,795 | 0,2199 2,337 | 0,0430, 0.4579 
Eigentliche} 1 10,351 45 |0,2882) 2,785 | 0,2400 2,319 | 0,0482 0,4657 
Probe 2 8,927 45 | 0,2530) 0,834 | 0.2070 0,375 | 0,0460) 0.4593 
Mittel 9,639 45 |0,2705 2,810 |0,2235 2,347 | 0,0471) 0.4625 
Tabelle IIIb. 
Ubersichtstabelle von IIT a. 
Durchschnittswerte und prozentische Differenzen. 
a Tac Menge des Menge der hoch- ; 
a ging Petrolather- molekularen a des 
— : ‘ extraktes Fettsaiuren a 
Organs wahrung o ‘+ | oi 
Oo A 
Leber 2,666 2,312 0,3537 
(100) (100) (100) 
20 2,694 2,359 0,3348 
(101,3) (102,1) (94,62) 
ms 26 2,691 2,346 0,3449 
(100,9) (101,5) (97,36) 
34 2,678 2,319 0,3602 
(100,4) (100,03) (102,0) 
7 46 2,668 2,324 0,3436 
(100,1) (100,9) (99,4) 
Rechte Niere 2,809 2,330 0,4786 
(100) (100) (100) 
a 45 2,792 2,325 0,4672 
(99,38) (102 (97,72) 
Linke Niere 2,795 2,337 0,4579 
(100) (100) (100) 
= : 45 2,810 2,347 0,4625 
(100,6) (100,5) (101,60) 
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Die Petrolatherextrakte und Fettsaiuren stimmen sowohl bei 


Leber wie bei Nieren sehr gut iiberein. 


differieren meist um einige Prozente. 


Untersuchung am 26. April 1910 begonnen. 


Tabelle IVa. 


Material von einer Katze von 3,11 kg Kérpergewicht. 


Die Cholesterinwerte 


























Leber. 
2 & ‘3 eol Menge des Menge der 
Art .1.,| BS 5] gereinigten hoch- Menge des 
der Probe .< |5 | Petrolither- | molekularen | Cholesterins 
Proben | Y¥- fe e5 extraktes Fettsiiuren 
: AS Zt 8 9/9 g °/o gs | */o 
Kontroll- 1 (15,911 0,4290 2,697 | 0,3528 2,218 | 0,0762 0,4789 
probe 2 (11,152 0,2940 2,637 | 0,2453) 2,200 | 0,0487 0,4368 
Mittel 13,53 0,3615 2,667 | 0,2990 2,209 | 0,0629 0,4580 
Figentliche 1 15,664 16 |0,4370 2,790 | 0,3622) 2,312 |0,0748 0,4776 
Probe 2 14,253 16 |0,3786 2,657 | 0,3118, 2,188 | 0,0668 0,4688 
Mittel 14,959 16 |0,4078) 2,724 | 0,3370 2,250 | 0,0768 0,4732 
Eigentliche 1 7,794, 28 |0,2080 2,675 | 0,1649 2,267 | 0,0318 0,4081 
Probe 2 9,575 28 | 0,2576) 2,690 10,2128 2,222 | 0,0448 0,4679 
Mittel 8,645 28 |0,2353) 2,721 | 0,1960 2,267 | 0,0393 0,4545 
Tabelle IVb. 
Ubersichtstabelle von IVa. 
Durehschnittswerte und prozentische Differenzen. 
‘ Menge des Menge der hoch- : 
— pong Petrolather- molekularen ao 
vs —7" extraktes Fettsiuren 
Organes | wahrung 
9% 9/, %o 
Leber 2,667 2,209 0,4580 
(100) (100) (100) 
16 2,724 2,250 0,4732 
102,1) (101,81) (103,3 
28 2,721 2,267 0,4545 
(102,1) 102,7) 99,83 
Alle drei Werte stimmen sehr gut iiberein. Nur die 


Cholesterinwerte differieren immer noch um einige 


Prozente. 
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Material von einer 42jihrigen Frau. 
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Tabelle Va. 


Untersuchung am 12. Mai 1910 begonnen. 


Linke Niere, 





Todesursache Placenta praevia. 




















r & 4 ~ Menge des Menge der 
Art w.3 |< =| gereinigten hoch- Menge des 
der Probe om 5.4] Petrolather- | molekularen | Cholesterins 

Proben | Nt | 2S %& &| extraktes Fettséuren 

2m Wo 

an = Fa oT 4 | % £ | % b u % 
Kontroll- 1 = 6,979 0,1148 1,644 | 0,0833 1,192 | 0,3315 0,4513 
probe 2 6,774 0,1164 1,718 | 0,0865 1,101 | 0,0299 0,4414 
Mittel 6,872 0,1156 1,681 |0,0839 1,147 |0,3307 0,4469 
\ 
Eigentliche 1 5,114 7 |0,0846 1,655 | 0,0626 1,244 | 0,0220 0,4302 
Probe 2 | 5,821 7 10,0954 1,639 | 0,0665 1,194 | 0,0279 0,4449 
Mittel 5,468 7 10,0900 1,647 | 0,0646 1,220 |0,0250 0,4464 
Eigentliche 1 5,118 | 14 | 0,0848) 1,657 | 0,0610 1,192 | 0,0238 0,4650 
Probe 2 4,540 14 | 0,0767! 1,690 | 0,0569) 1,254 | 0,0198 0,4361 
Mittel 4,829 14 | 00,0808, 1,674 |0,0590 1,223 | 0.0218) 0,4576 
Eigentliche 1 4,244 | 20 0,0745' 0,756 | 0,0557, 1,313 | 0,0188 0,4430 
Probe 2 5,523 | 20 10,0899) 1,629 | 0,0737, 1,184 | 0,0246 0,4454 
Mittel 4,884 20 | 0,0822) 1,693 | 0,0649 1,249 | 0,0212 0,4442 
Tabelle Vb. 


Ubersichtstabelle von Va. 
Durchschnittswerte und prozentische Differenzen. 








Namen’ | Tage der _——- Bs wr ner a Menge des 
des Aufbe- : ne ag Fe os sama Cholesterins 
Organs wahrung 7 ~ a o/ 
/0 o /O 
Linke Niere 1,681 1,147 | 00,4469 
(100) (100) (100) 
7 1,647 1,220 0,4464 
(97,95) (106,3) (99,88) 
14 1,6740 1,223 0,4376 
(99,59) (106.4) (99,97) 
20 1693 1,249 0,442 
(100,7) (108,9) (99,4) 








Die Petrolitherextraktwerte stimmen sehr gut iiberein. Da- 
gegen zeigen die hochmolekularen Fettsiurenwerte eine weniger 
gute Ubereinstimmung. 
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Material von einem 44jihrigen Manne. Todesursache: akute Peritonitis. 


Rechte Niere. 


Untersuchung am 12. Mai 1910 begonnen. 




















a5 3 to} Menge des Menge der 
Art . 73 <4 5] gereinigten hoch- Menge des 
der E robe 3 z ©] Petrolather- | molekularen | Cholesterins 
Proben | N? as >] extraktes | Fettsiuren 
me a Ly é* 7. %/o | & °/o L lo 
Kontroll- 1 7,099 0,1224 1,724 | 0,0928, 1,307 | 0,0296 0,4171 
probe 2 | 8,905 0,1470, 1,651 | 0,1112, 1,249 | 0,0358 0,4021 
Mittel 8,025 0,1347, 1,688 | 0,1020 1,278 | 0,0327 0,4096 
Eigentliche} 1 7,325 7 |0,1236 1,688 | 0,0396 1,278 | 0,0300 0,4096 
Probe 2 5,659 7 10,0954 1,686 | 0,0720 1,273 | 0,0234 0,4135 
Mittel 6,492 7 10,1095, 1,687 | 0,0553) 1,276 | 0,0267 0,4116 
Kigentliche 1 6,009 18 |0,1000 1,663 10,0756 1,257 | 0,0244 0.4061 
Probe 2 5,252 18 |0,0880 1,675 | 0.0666, 1,268 0,0214| 0,4074 
Mittel 5,631 18 |0,0940 1,669 |0,0711 1,263 | 0,0229 0,4068 
Eigentliche} 1 7,375 24 |0,1246 1,696 |0,0946 1,289 | 0,0300 0,4067 
Probe 2 7,465 24 10,1302) 1,744 | 0,0996) 1,334 | 00,0306 0,4100 
Mittel 7,420 24 10,1274) 1,720 |0,0971) 1,312 | 0,0303 0,4084 
Eigentliche} 1 7,909 31 |0,1328 1,679 |0,1004' 1,268 | 0,0324 0,4222 
Probe 2 5,659 | 31 | 0,0956, 1,690 | 0,0720 1,273 | 0,0236 0,4171 
Mittel 6,784 | 31 10,1142 1,685 | 0,0862 1,271 | 0,0280 0,4197 
Tabelle VIb. 
Ubersichtstabelle von VIa. 
Durchschnittswerte und prozentische Differenzen. 
y Menge des Menge der hoch- “oe 
Namen |Tage der} betrolather- molekularen Menge des 
des Aufbe- “ER Cholesterins 
extraktes Fettsauren 
Organs wahrung P ° 0 
ied tsa /o lo /o 
Rechte Niere 1,688 1,278 0,4096 
(100 (100) (100 
| 
7 1,687 1,276 0,4116 
(99,33 (99,84) (100,5 
18 1,669 1,263 0,4068 
(98,81 (98,81) (99,33) 
24 1,7 1,312 | 0,4084 
(101,9 (102,8) (99,77) 
31 1,685 1,271 0,4197 
(99,82 (99,42 (103,8 


Alle drei Werte 


lich gut. 








stimmen mit wenigen Ausnahmen ziem- 
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Material von einem I4jahrigen Knaben. 





N. Shibata: 


Tabelle VIIa. 


Todesursache Pleuritis. 


Untersuchung am 18. Mai 1910 begonnen. 


Rechte Niere. 




















—— 
» © ‘S co} Menge des Menge der 
Art . o.2 |< 5| gereinigten hoch- Menge des 
aa Probe es © S| Petroliither- | molekularen | Cholesterins 
Proben Nr. = ge. z| extraktes Fettsaiuren 
2m | ho 
“ 5 5 2a £ % g 0 £ % 
Kontroll- l 8,523 0,1512 1,774 |0,1088 1,277 | 0,0424 0,4975 
probe 2 | 8,442 0,1490 1,765 |0,1074 1,272 | 0,0416 0,4928 
Mittel 8,483 0,1501) 1,770 |0,1081 1,275 | 0,0420 0,4952 
Eigentliche 1 9,571 8 |0,1688) 1,764 | 0,1224 1,279 | 0,0464 0,4849 
Probe 2 8,036 8 10,1428 1,777 | 0,1032 1,284 | 0,0396 0.4928 
Mittel 8,803 8 }0,1558 1,771 | 0,1128 1,282 | 0,0430 ©,4589 
Kigentliche l 8,467 14 |0,1501, 1,772 | 0,1083 1,278 | 0,0418 0,4937 
Probe 2 7,153 14 |0,1268 1,773 |0,0914 1,278 | 0,0354 0,4949 
Mittel 7,810 14 10,1385 1,773 10,0999 1,275 |0,0386 0,4943 
Eigentliche}| 1 6,921 21 |0,1226 1,771 | 0,0884 1,277 | 0,0342 0,4941 
Probe 2 5,798 21 | 0.1026) 1,769 |0,0740 1,276 | 0,0286 0,4933 
Mittel 6,360 21 |0,1126) 1,770 |0,0812 1,278 |0,0314 0,4937 
Eigentliche 1 6,556 29 10,1166 1,779 | 0,0838 1,285 | 0,0328 0,5003 
Probe 2 4,566 29 |0,0806 1,765 |0,0586 1,283 | 0,0220 0,4817 
Mittel 5,561 29 10,0986 1,772 |0,0712 1,284 | 0,0274 0.4910 
Tabelle VIIb. 
Ubersichtstabelle von VIIa. 
Durchschnittswerte und prozentische Differenzen. 
Namen Tage der Menge des Menge der hoch- Menge des 
‘ Petrolather- molekularen ’ : 
des Aufbe- : ae Cholesterins 
7 extraktes Fettsauren 
Organs wahrung ‘ e ‘ 
Oo o /O 
Rechte Niere 1,770 1,275 0,4952 
(100) (100) (100) 
8 1,771 1,282 0,4889 
(100) (100,6) (98,72) 
14 1,773 278 0,4943 
(100,2 (100,2) (99,82) 
21 1,770 1,278 0,4937 
(100) (100,2) (99,68) 
a 29 1,772 1,284 0,4910 
(100,1) (100,7) (99,15) 








Fast vollstandige 





Ubereinstimmung aller drei Werte. 
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Tabelle VIlla. 


Material von einem 60jaihrigen Manne. 


Todesursache 


Untersuchung am 18. Mai begonnen. 


Linke Niere. 


Herzfehler. 




















| @ 8 % sol Menge des Menge der 
| Baa (BS ge g 
Art v.35 <5] gereinigten hoch- Menge des 
der Probe 22 s =| Petrolither- | molekularen | Cholesterins 
Proben | N™ | 2 SE] extraktes Fettsauren 
= ng 23 Oo oO 0 
aa - so “oO |= £ | o ad o L ° 
Kontroll- 1 10,401 0,1600 1,538 |0,1165 1,120 |0,0435 0,4183 
probe 2 | 7,732 0,1176 1,522 | 0,0847 1,097 | 0,0320 0,4255 
Mittel 9,072 0,1388 1,530 |0,1006 1,109 | 0,0382 0,4219 
Eigentliche 1 8,128 8 10,1245 1,531 |0,0897 1,103 | 0,0348 0,4282 
Probe 2 9,372 8 |0,1445 1,542 ]0,1047 1,117 | 0,0398 0,4247 
Mittel 8,750 8$ 10,1345 1,537 |0,0972 1,110 | 0,0378 0,4264 
Eigentliche 8,131 14 |0,1254 1,542 | 0,0904 1,112 | 0,0350 0,4304 
Probe 2 8,852 14 10,1360 1,537 | 0,0990 1,119 | 0,0370 0,4180 
Mittel 8,750 14 10,1307 1,540 10,0947 1,116 | 0,0360, 0,4242 
Eigentliche 1 13,963 21 |0,2142 1,534 | 0,1536 1,096 | 0,0606 0,4341 
Probe 2 3,574 21 10,0552 1,544 | 0,0399 1,116 | 0,0153 0,4281 
Mittel 8,769 21 | 0,1347 1,539 | 0,0968 1,106 | 0,0379 0,4311 
| 
Tabelle VIIIb. 
Ubersichtstabelle von VIIla. 
Durchschnittswerte und prozentische Differenzen. 
. Dies Menge des Menge der hoch- ale 
— oS Petrolither- molekularen a « 7 
woe —— extraktes Fettsaiuren ee 
Organs wahrung - o ‘“ 
Linke Niere 1,530 1,109 0,4219 
(100) (100) (100) 
os 8 1,537 1,110 0,4264 
(100,5) (100,1) (101,0) 
“ . 14 1,540 1,116 0,4242 
(100,7) (100,7) (100,6) 
~ 21 1,539 1,106 0,4311 
(100,6) (99,52) (102,2) 








Sehr gute Ubereinstimmung aller drei Werte. 








334 


Tabelle I[Xa. 


N. Shibata: 








Art 
der 
Proben 


Kontroll- 
probe 


Mittel 
Eigentliche 
Probe 

Mittel 
Eigentliche 
Probe 

Mittel 
Eigentliche 
Probe 
Mittel 
Eigentliche 
Probe 
Mittel 
Eigentliche 
Probe 

















Material von einem 19jahrigen Madchen. ‘Todesursache: A ppendicitis, 
Untersuchung am 21. Juni begonnen. 
Leber. 
2 3 2 Menge des | Menge der - 
: cS “5] gereinigten hoch- Menge des 
I robe 2% S 5] Petrolither- | molekularen | Cholesterins 
Nr. es >] extraktes Fettsiuren 
— © | oO 
aS < “ 8 %Jo g °lo g fy 
1 10,59 0,3112, 2,939 | 0,2692 2,542 | 0,0420) 0,3966 
2 | 12,79 0,3748 2,930 | 0,3242 2,534 | 0,0506 0,3957 
16,69 0,3330, 2,935 | 0.2967, 2,538 | 0,0463) 0,3962 
] 5,838, 6 |0,1718 2,943 |0,1482 2,535 | 0,0232' 0,3974 
2 16,031) 6 10,4698 2,931 | 0.4062) 2,534 | 0,0636 0,3968 
10,935 6 |0,3205, 2,937 | 0,2772, 2,535 | 0,0434) 0,3971 
14,17 | 13 |0,4176 2,947 | 0,3620 2,555 | 0,0556) 0,3924 
2 (15,72 | 13 10,4608 2,931 | 0,3944 2,534 | 0,0624 0,3968 
14,94 12 |0,4287 2,939 | 0,3782, 2,545 0,0590 0,3946 
1 (11,72 | 16 | 0,3420 2,917 | 0,2952) 2,518 | 0,0468 0,3992 
2 | 14,62 16 |0,4302 2,943 | 0,3720 2,545 | 0,0582, 0,3980 
13,17 | 16 | 0,3861 2,930 | 0,3336) 2,532 | 0,0525) 0,3986 
| | 
1 | 11,33 | 29 |0,3342) 2,949 | 0,2896) 2,555 | 0,0446 0,3937 
2 8,114 29 | 00,2372, 2,932 | 0,2050, 2,535 | 0,0322 0,3969 
9,722, 29 | 0,2857 2,940 | 0,2473 2,545 | 0,0384 0,3953 
1 11,82 | 37 |0,3470, 2,935 | 0,3002, 2,540 | 0,0468 0,3959 
2 12,30 | 37 | 0,3620 2,943 | 0.3133) 2,547 | 0,0487 0,3959 
12,06 | 37 |0,3545 2,938 | 0,3068 2,544 | 0,0478, 0,3959 


Mittel 





Tabelle IXb. 
Ubersichtstabelle von [Xa. 
Durchschnittswerte und prozentische Differenzen. 








Namen 
des 
Organs 


Leber 





Tage der 
Aufbe- 
wahrung 


13 


16 








Menge des 


Petrolather- 
extraktes 


vata 


2,935 
(100) 

2,937 
(100,1) 
2,939 
(100,1) 


2,930 
(99,84) 


Menge der hoch- 


molekularen 
Fettsauren 


“lo — 
2,538 
(100) 
2,535 
(99,88) 
2,545 
(100,2) 
2,532 
(99,74) 


| 0,3962 


| Menge des 
Cholesterins 


*/o 


| (100) 


0,3971 
(100,2 
0,3946 
(99,61) 


0,3986 
(100,7 
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Tabelle IXb (Fortsetzung). 





" Menge de M der hoch- 
Namen Tage der Petrolither- pe Fin thay | Menge des 
des Aufbe- outaaieien Seiiieeen Cholesterins 
Organs wahrung wee oO; | o 
ms ; /0 /0 lo 
Leber 29 240,9 2,545 0,3953 
100,2) (100,2) 99,77) 
37 2,938 | 2,544 | 0.3959 
(100,1) | (100,2) (99,97) 








Eine fast vollstandige Obereinstimmung aller drei Werte. 


SchluBbetrachtung. 


Wie die einzelnen Daten in den Tabellen ausfiihrlich zeigen, 
stimmten die Werte der im ganzen je 90 Einzelbestimmungen 
von Petrolaitherextrakten und hochmolekularen Fettsauren 
sowohl bei Lebern, Nieren und Muskeln von Menschen und 
Tieren sehr gut tiberein, wenn man von einigen stark abwei- 
chenden Zahlen absieht. Dagegen stimmten die Werte fir 
Cholesterin anfianglich nicht gut miteinander. Aber in den 
spateren, besonders die Menschenorgane betreffenden Unter- 
suchungen, stimmten alle drei Werte fast vollkommen iiberein. 
Die einzelnen Organe sind nachgewiesenermafen in absolut ste- 
rilem Zustande 7 bis 46 Tage bei Zimmertemperatur aufbewahrt 
worden (in der Sommerperiode stieg die Zimmertemperatur 
manchmal auf 32°C). Dabei zeigte die Menge der hochmole- 
kularen Fettséuren und wohl auch die des Cholesterins keine 
Veriinderung. Demnach ist der von Ohta bei der Pferdeleber 
festgestellte Befund von mir auch bei anderen Tieren und an- 
deren Organen von neuem festgestellt worden. Somit bleibt 
das Gesamtquantum der hochmolekularen Fettsaiuren selbst bei 
langdauernder Autolyse der inneren Organe bei Zimmertempe- 
ratur ganz unverindert. Es findet keine Fettneubildung aus 
EiweiB bei der mit der fettigen Degeneration als identisch an- 
zusehenden Autolyse statt, wie es manche Pathologen jetzt noch 
glauben. Der Befund, daB8 die mikroskopisch farbbaren Fett- 
kiigelchen mit der Dauer des Aufbewahrens in der Regel deut- 
lich zunehmen, kann, wie eingangs erwahnt, nur so gedeutet 
werden, da8 die anfinglich in komplizierten Molekiilen ein- 
gelagerten Fettsiureradikale mit der Dauer der Autolyse all- 
mihlich von ihnen losgelést werden und sich dabei in leicht 
sichtbare Modifikationen umwandeln. 








Uber das Verhalten des Calciums im Serum und iiber den 
Gehalt der Blutkérperchen an Calcium. 
Von 


P. Rona und D. Takahashi. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des staidtischen Krankenhauses 
am Urban, Berlin.) 


(Eingegangen am 30. Januar 1911.) 


I. 


Obgleich die Frage, in welcher Form sich das Calcium im 
Blute bzw. im Plasma befindet, eine der altesten der physio- 
logisch-chemischen Forschung ist, besitzen wir nur sparliche 
experimentelle Untersuchungen iiber diesen Gegenstand.*) Vor 
langer Zeit ausgefiihrte Bestimmungen von Pribram?’), nach 
denen die Kalkwerte, nach direkter Fallung des Serums mit 
Ammoniumoxalat gewonnen, mit den nach dem Veraschen er- 
haltlichen tibereinstimmen sollen, haben keine geniigende Beweis- 
kraft fiir die Annahme, da8 der Kalk nur in ionisierter Form 
im Serum vorhanden ist, da, wie Gerlach und Drechsel®) 
nachgewiesen haben, die Zahlen von Pribram infolge Ver- 
unreinigung seines Niederschlages durch Magnesiumammonium- 
phosphat zu hoch ausfallen muBten. Wenn auch die An- 
nahme einer Eiwei8-Kalkverbindung im Serum  wiederholt 


1) Vgl. die Literatur hieriiber bei Fr. Hofmeister, Ergebnisse d. 
Physiol. 10, 429, 1910. 

2) R. Pribram, Ber. d. Kgl. Sachs. Ges. d. Wiss.; Leipzig, 23; 
279, 1871. 

3) L.Gerlach, Ber.d. Kgl. Sachs, Ges. d. Wiss., Leipzig, 24, 349, 1872, 
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von verschiedenen Forschern gemacht worden ist, fehlte fiir 
das Vorhandensein eines nicht ionisierten Kalkalbuminats da- 
selbst bis jetzt der experimentelle Beweis; wir stellten uns 
daher die Aufgabe, dieses Problem einer Priifung zu unter- 
ziehen. 

Zu diesem Zwecke benutzten wir die Methode der ,,Kom- 
pensationsdialyse‘‘'), bei der die Verschiebung eines vorhandenen 
Gleichgewichtes nach Moéglichkeit vermieden wird, im Gegen- 
satz zu der gewohnlichen Dialyse und den verschiedenen Fil- 
trationsmethoden.*) Wir dialysierten in Reihenversuchen gegen 
eine isotonische Kochsalzlésung, die Calcium in ionisierter Form, 
als CaCl,, in verschiedener Konzentration enthielt. Aus dem 
Gleichbleiben des Calciumgehaltes in einer Probe,*) aus der 
Zu- oder Abnahme desselben in anderen, lieB sich ein Riick- 
schluB auf die diffusible Menge des Calciums im Serum machen 
und nach der direkten Bestimmung des gesamten Calciums 
nach Veraschen des Serums der diffusible Anteil desselben er- 
mitteln. 

Stets wurden 70 ccm Serum von verschiedenen Tierarten 
(Pferd, Rind, Schwein) gegen 50 ccm physiologische Kochsalz- 
lésung mit vorher genau festgestelltem Calciumgehalt dialysiert. 
Die Calciumbestimmung erfolgte wie iiblich nach trockener Ver- 


1) Vgl. Zuntz und Loewy, Pfliigers Archiv 58, 511, 1894; Mi- 
chaelis und Rona, diese Zeitschr. 14, 476, 1908; 21, 114, 1909; 
P. Rona, ebenda 29, 501, 1910. 

2) Von neueren Arbeiten iiber diffusible Bestandteile des Blutserums 
vgl. namentlich L. Asher, diese Zeitschr. 14, 1, 1908, ferner R. Burian, 
Pfliigers Arch. 136, 741, 1910. 

8) Da wir mit isotonischen und nicht mit isosmotischen Lésungen 
arbeiten, wire es theoretisch denkbar, daB anfangs voriibergehend auch 
in jenen Fallen, in denen die diffusible Calciummenge in der Innen- und 
AuBenfliissigkeit gleich ist, das Calcium entgegen seinem natiirlichen 
Gleichgewicht eine minimale Verschiebung erfahrt. Auf die Einstellung 
des Calciumgleichgewichtes innerhalb und auBerhalb der Membran wiirde 
diese Verschiebung, auch wenn sie stattfinden sollte, nicht den geringsten 
Einfiu8 ausiiben: schlieBlich muB in allen Fallen die Menge des diffusiblen 
Calciums in der Innen- und AuBenfliissigkeit gleich werden, und in den 
Fallen, in denen die Werte desselben von vornherein in der Innen- und 
AuBenfliissigkeit gleich oder nahezu gleich waren, werden sie auch 
nach Abschlu8 der Dialyse unverindert bleiben oder sich nur wenig 
andern. 
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aschung durch Fallung mit Ammoniumoxalat und Wagung als 
CaO. Um jede Verunreinigung mit Magnesium auszuschliefen, 
folgten wir bei der Fallung des Calciums streng den Vorschriften 
von Richards’). Die Bestimmung des Calciums in Form von 
CaSO, durch Fallung mit Alkohol in schwefelsaurer Lésung ist 
in calciumarmen und alkalireichen Fliissigkeiten nicht zu emp- 
fehlen.*) 


Die einzelnen Versuche verliefen wie folgt: 


I. Pferdeserum. 











CaO-Gehalt in der AuBenfliissigkeit in °/); g 
sofort | nach 20 Stunden | nach 40 Stunden 
L 0,0133 | 0,0123 0,0114 
Il. 0,0091 0,0107 0,0099 
III. 0,0045 0,0081 0,0085 





CaO-Gehalt des Pferdeplasmas in °/): 0,0169 g. 


Betrachten wir die vorliegenden Befunde, so zeigt es sich, 
daB der Kalkgehalt in der AuBenfliissigkeit I ab-, der in III 
zugenommen hat, wahrend der in II nur unbedeutend zunahm, 
fast gleich geblieben ist. Wir werden demnach den Wert an 
, diffusiblem CaO zwischen den Werten 0,0133°/, und 0,0091°/, 
annehmen miissen. 

Eine genauere Berechnung laBt sich folgendermaBen ausfiihren. 
Werden A Teile gegen B Teile AuBenfliissigkeit dialysiert und ist der 
°/)-Gehalt der AuBenfliissigkeit an CaO vor der Dialyse a, nach AbschluB 
der Dialyse b, so ergibt sich die Menge des diffusiblen CaO im Serum %) 
in °/, nach der Gleichung 

b(A + B)—aB 
A 


Auf diese Weise finden wir fiir den diffusiblen Kalk in I 0,0115 
bzw. 0,0100°/,, in II 0,0118 bzw. 0,0105°/,, in III 0,0106 bzw. 0,0114°/,, 


1) Th. W. Richards, Ch. Mc Caffrey und H. Bisbee, Zeitschr. 
f. anorgan. Chem. 28, 71, 1901. 

2) Vgl. hierzu H. Aron in Abderhaldens Handbuch der Biochem. 
Arbeitsamethoden 1, 407, 1910. 

3) Unter der Voraussetzung, daB das Gleichgewicht zwischen diffu- 
siblem und nicht diffusiblem Calcium im Serum wiahrend der Dialyse nicht 
oder nur ganz unbedeutend gestért wird; eine Bedingung, die bei unserer 
Versuchsanordnung zutrifft. 
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als Mittel 0,0110°/,. Angesichts der duBerst niedrigen analytisch er- 
mittelten absoluten Zahlen ist die Ubereinstimmung der berechneten Werte 
wohl befriedigend. Jedenfalls zeigt der Versuch, daB die Methode nicht 
nur den Sinn der Anderung im Caleiumgehalt der AuBenfliissigkeit richtig 
wiedergibt, sondern auch in guter Annaherung die Menge des diffusiblen 
Calciums festzustellen gestattet. DaB bei den niedrigen absoluten Zahlen 
die prozentischen Werte mit einem relativ grofen Fehler behaftet sind, ist 
natiirlich; der GréBenordnung nach wird aber der Wert fiir das diffusible 
Calcium zweifellos richtig angegeben. — Die direkte Bestimmung im 
Serum ergab 0,0169°/, CaO. Also, obgleich diese CaO-Menge gegen eine 
von 0,0133°/, dialysiert hat, nahm letztere waihrend der Dialyse ab und 
nicht, wie man erwartet hatte, zu! — Von den 0,0169 g Kalk waren 
nach obiger Festetellung 0,0110 g diffusibel, 0,0059 g nicht diffusibel, 
d. h. 65°/, diffusibel, 35°/, nicht diffusibel. 


II. Pferdeserum. 





CaO-Gehalt in der AuBenfliissigkeit in °/,; g 
sofort nach 14 Stunden | nach 20 Stunden 
L. 0,0133 0,0119 | 0,0111 
11. 0,0091 0,0110 0,109 
IIL} 0,0045 | 0,0084 0,0084 





CaO-Gehalt des Pferdeplasmas in °/): 1. 0,0173, 2. 0,0169. 


Der Kalkgehalt nahm inI ab, in J1I stark zu, in II nur ganz wenig 
zu. Fir den diffusiblen Kalk berechnet sich aus diesen Daten der Wert 
0,0112°/,. Gefunden wurden nach Veraschung des Serums in 100g 
0,0171 g CaO. Davon sind 0,0112 g diffusibel, 0,0059 g nicht diffusibel, 
d. h. 65,5°/, diffusibel, 34,5°/, nicht diffusibel. 


Ill. Pferdeserum. 





CaO-Gehalt in der AuBenfliissigkeit in °/,; g 
sofort nach 18 Stunden | nach 24 Stunden 
L 0,0133 0,0109 0,0115 
Il. 0,0079 0,0100 0,0103 
Ii. 0,0049 0,0090 0,0081 





CaO-Gehalt des Pferdeplasmas in °/,: 1. 0,0173, 2. 0,0175. 


Der Kalkgehalt nahm in I ab, in III stark, in II ein wenig zu. 
Fiir den diffusiblen Kalk berechnet sich aus diesen Daten der Wert 
0,0115°/,. Gefunden wurden nach Veraschung des Serums in 100g 
0,0174 g CaO. Davon sind 0,0115 g diffusibel, 0,0059 g nicht difiusibel, 
d. h. 66°/, diffusibel, 34°/, nicht diffusibel. 
99* 
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IV. Schweineserum. 





CaO-Gehalt in der AuBenflissigkeit in °/,; g 
sofort nach 24 Stunden | nach 59 Stunden 
I. 0,0157 0,0120 0,0110 
IL. 0,0082 0,0090 0,0085 
III. 0,0036 0,0085 0,0082 





CaO-Gehalt des Schweineplasmas in °/,: 0,0130. 


Der Kalkgehalt nahm in I ab, in III zu, in II nur ganz wenig zu. Fiir 
den diffusiblen Kalk berechnet sich aus diesen Daten der Wert 0,0097 °/,. 
Gefunden wurden nach Veraschung des Serums in 100 g 0,0130 g CaO. 
Davon sind 0,0097 g diffusibel, 0,0033 g nicht diffusibel, d. h. 75°/, 
diffusibel, 25°/, nicht diffusibel. 


V. Schweineserum. 





CaO-Gehalt in der AuBenfliissigkeit in °/,; g 
sofort nach 48 Stunden 

* 0,0122 

I, 0,0155 0.0122 
" 0,0087 

IL. 0,0087 0,0083 
0,0086 

III. 0,0033 0.0081 





CaO-Gehalt des Schweineserums in °/,: 0,0138. 


Der Kalkgehalt nahm in I ab, in III zu, in II blieb er (fast) un- 
verindert. Die Menge des diffusiblen Kalkes wird also diesem Werte 
nahe entsprechen. Gefunden wurde nach Veraschung im Serum in 100 g 
0,0138 g CaO. Davon sind 0,0087 g diffusibel, 0,0051 g nicht diffusibel, 
d. h. 63°/, diffusibel, 37°/, nicht diffusibel. 


VI. Rinderserum. 











CaO-Gehalt in der AuBenfliissigkeit in °/); g 
s sofort nach 64 Stunden 
I. 0,0166 0,0122 
Il. 0,0082 0,0096 
III. 0,0040 0,0080 





CaO-Gehalt des Rinderplasmas in °/,: 0,00130. 


Der Kalkgehalt nahm in I ab, in III bedeutend zu, in II viel 
weniger zu. Fiir den diffusiblen Kalk berechnen sich aus diesen Daten 
0,0102°/,. Gefunden wurden nach Veraschung des Serums in 100g 
0,0130 g CaO. Davon sind 0,0102 g diffusibel, 0,0028 g nicht diffusibel, 
d. h. 78°/, diffusibel, 22°/, nicht diffusibel. 
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Aus der Gesamtheit dieser Versuche geht unzweifelhaft 
hervor, daB eine nennenswerte Menge des Calciums 
(etwa 25 bis 35°/,) im Serum in nicht diffusibler Form 
vorhanden ist. Spezielle Angaben iiber diese nicht diffusible 
Form gibt der Versuch zunichst nicht. Vor allem auf Grund 
der neueren Untersuchungen von Pauli und Samec') werden 
wir jedoch hier wohl eine Bindung des Ca an die SerumeiweiB- 
kérper annehmen miissen. Auf die biologische Bedeutung dieser 
Tatsache, namentlich hinsichtlich des Transportes unldéslicher 
oder schwer léslicher Kalksalze sei hier nur kurz hingewiesen. 


I. 


Vor einiger Zeit wies Hamburger’*) auf die Tatsache hin, 
daB entgegen der bisherigen Anschauung die Blutkérperchen, 
speziell die des Rindes, Calcium enthalten. Da wir die Absicht 
hatten, die Verteilung des Calciums im Blute unter verschiedenen 
Bedingungen zu untersuchen, muBten wir zunachst eine Anzahl 
Bestimmungen iiber den Calciumgehalt der Blutkérperchen einiger 
Tierarten (Rind, Schwein, Pferd, Hammel, Hund) unter nor- 
malen Ernahrungsbedingungen ausfiihren, um eine Grundlage 
fiir die spiteren Untersuchungen zu besitzen. Die Bestimmung 
des Calciumgehaltes der Blutkérperchen erfolgte in einer Reihe 
von Versuchen indirekt, so, daB wir den Calciumgehalt des Ge- 
samtblutes und des Serums genau ermittelten, dann mittels eines 
Hedinschen Hamatokriten von sehr hoher (10000) Tourenzahi 
die prozentische Verteilung der Blutkérperchen und des Serums 
bestimmten. Aus den so gewonnenen Daten la8t sich dann der 
Calciumgehalt der Blutkérperchen berechnen. — In einer Anzahl 
Falle stellten wir den Calciumgehalt der Blutkérperchen auch 
direkt fest. In diesen Versuchen wurde das Blut in einer 
elektrisch getriebenen Zentrifuge (mit ca. 4000 Touren in der 
Minute) 30 Minuten zentrifugiert, dann das Serum médglichst 
genau mit der oberflaichlichen Blutkérperchenschicht zusammen 
abgehoben, danach der Blutkérperchenbrei noch 3 bis 4 mal 


1) Pauli und Samec. Diese Zeitschr. 17, 235, 1909. 

2) H. J. Hamburger, Zeitschr. f, physikal. Chem. 69, 663, 1910; 
ferner Hamburger und Bubanovic, Arch. intern, de phys. 10, 1, 1910; 
vgl. hierzu aber Gryns, Konig]. Akad. van Wetensch. Amsterdam 19, 475: 
Nach Chem. Centralbl. 2, 1486, 1910. 
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je ca. 30 Minuten zentrifugiert, wobei jedesmal die obertlachliche 
Serumschicht sehr sorgfaltig entfernt wurde. 

Die gewonnenen Resultate sind in den folgenden Tabeilen 
niedergelegt. 


I. Rind. 





Hamatokrit-Best. 











CaO-Gehalt in Gew.-°/9; g 
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IV. Hammel. 


























| Hamatokrit-Best. wipe Cy : 
| — Di | Ca0-Gehalt in Gew.-°/,; g p 
- Blutkirp. weal Blut iL Serum on _ 
13 50 50 0,0089 0,0157 | 0,0020 
14 52 48 0,0086 0,0143 0,0022 
15 2 | 58 0,0091 0,0141 | 0,0029 
16 46 | 54 0,0091 0,0165 0,0041 
V. Hund 
—— Ca0-Gehalt in Gew.-%/9; g 
__[Biwsep.| Serum | Biut | Serum | ptredit) 
7 37 63 0,0111 0,0161 0,0025 
18 25 75 0,0125 0,0157 0,0030 





Die direkten Bestimmungen des CaO in den Blutkérperchen 
gaben folgende Resultate in Gew.-°/,. 
Hammel 0,0027 (indirekt 0,0020) 
Hammel 0,0032 (indirekt 0,0029) 


19. 
20. 
21. 
22. 
23. 
24. 
25. 
26. 
27. 
28. 


Hammel 0,0034 


Hund 0,0024 
Pferd 0,0022 
Pferd 0,0030 
Rind 0,0036 
Rind 0,0040 
Schwein 0,0030 


Schwein 0,0031 


(indirekt 0,0025) 


Es ergibt sich demnach sowohl auf indirektem, wie auch 
auf direktem Wege in Ubereinstimmung mit dem Befunde von 
Hamburger, da8 die Blutkérperchen der untersuchten Tier- 
arten Calcium, wenn auch in sehr geringer Menge (etwa 0,0025 
bis 0,0035°/,) enthalten. Weder die indirekte noch die direkte 
Bestimmung ist frei von Fehlerquellen. Die Hamatokritzahlen 
sind jedoch durch wiederholte Bestimmungen médglichst genau 
auf ihre Richtigkeit kontrolliert worden, so daB man berechtigt 
war, sie als Grundlage fiir die Berechnung der Ca-Werte in 
den Blutkérperchen zu benutzen. Und auch die den Blut- 
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kérperchen etwa noch beigemengten Spuren Serum kénnen 
bei der direkten Bestimmung der abzentrifugierten Blut- 
kérperchen die erhaltenen Werte kaum nennenswert ver- 
schieben. Selbst wenn wir die sicher nicht zutreffende, iiber- 
triebene Annahme machen, die Blutkérperchen enthielten noch 
5°/, Serum, waren die gefundenen Werte nicht erklart. Wir 
glauben demnach annehmen zu kénnen, da8 die gefundenen 
Ca-Zahlen auBerhalb des Bereichs der Fehlergrenzen der an- 
gewandten Methoden liegen. Wie die Untersuchungen Ham- 
burgers’) zeigen, wird das Calcium beim Waschen der roten 
Blutkérperchen mit physiologischer Kochsalzlésung aus den 
Blutkérperchen entfernt; daraus wird erklarlich, da8 die von 
friiheren Forschern an sorgfaltig gewaschenen Blutkérperchen 
angestellten Untersuchungen das Calcium vermissen lieBen. Was 
die Genauigkeit der von uns gefundenen Zahlen anlangt, mu 
darauf hingewiesen werden, daB sich bei den aéuBerst niedrigen 
absoluten Zahlen die analytischen Fehler bereits sehr bemerkbar 
machen miissen. Unter diesen Umstanden miissen wir die 
Ubereinstimmung der Werte der direkten und der indirekten Be- 
stimmung als recht befriedigend ansehen. 


1) Lo. 
































Cber Ester- und Fettspaltung im Blute und im Serum. 
Von 
Peter Rona und Leonor Michaelis. 


Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses am Urban 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 9. Februar 1911.) 


Mit 23 Figuren im Text. 


Die zahlreichen Untersuchungen iiber Fett- und Ester- 
spaltung im Blute und in den Geweben fiihrten bis jetzt zu 
widerspruchsvollen Resultaten.') Infolge fehlerhafter Aus- 
fiihrung der zur Feststellung einer stattgehabten Spaltung an- 
gewandten Methodik — Titration der entstandenen Saiure — sind 
die Befunde einer Reihe von Forschern, wie dies Sax! kritisch 
beleuchtet hat?), nicht zu verwerten. Aber auch bei Inne- 
haltung der nétigen Kautelen ist ein auf dem Nachweis der 
gebildeten Saure begriindetes Verfahren zu einer eindeutigen 
Feststellung der vorliegenden Verhiltnisse wenig geeignet. Sax] 
kam daher auf Grund seiner Untersuchungen zu dem SchluB, 
daB ,,keine der bisher empfohlenen Methoden ein quantitatives 
Studium der Esterspaltung gestattet, da die gewonnenen Werte 
entweder bei kurzer Versuchsdauer so gering sind, daB sie 
kaum auBerhalb der Fehlergrenze liegen, oder aber (bei langer 
Versuchsdauer) durch die mit den Bestimmungsmethoden ver- 
bundenen Fehlerquellen getriibt werden‘. Sollte demnach einem 
Fortschritt in der Erforschung dieses Problems der Weg ge- 
ebnet werden, so muBte eine Methode zur Verwendung kommen, 
die auf einwandfreicre Weise die Esterspaltung festzustellen 


1) Vgl. die Literatur hieriiber bei Connstein, Ergeb. d. Physiol 
3, 194, 1904 und C. Oppenheimer, Die Fermente, 3. Aufl., 1909. 
2) Saxl, Diese Zeitschr. 12, 343, 1908. 


as 
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befahigt ist und auch gestattet, in den Gang der Spaltung einen 
genauen Einblick zu erhalten. 

Selbstverstandlich wird jede Eigenschaft, die den zu spaltenden 
K6rper den Spaltprodukten gegeniiber auszeichnet, dazu dienen 
kénnen, ein Verschwinden des gespaltenen Kérpers bzw. das 
Auftreten seiner Spaltprodukte nachzuweisen, wenn nur der 
Nachweis einer Anderung des urspriinglichen Verhaltens im 
Verlaufe des fermentativen Prozesses eindeutig auf diesen be- 
zogen werden kann. Wir besitzen nun in der Oberflaichen- 
spannung der wasserigen Lésungen der Ester im Vergleiche zu 
der ihrer Spaltprodukte ein Charakteristikum von ganz hervor- 
ragender Scharfe. Wéahrend z. B. die Glycerinester zu den 


sehr ,,oberflachenaktiven“ Stoffen gehédren — Stoffe, die 
die Spannung des reinen Lésungsmittels schon in sehr ge- 
ringer Konzentration stark erniedrigen —- andern die ent- 


stehenden Spaltprodukte, die entsprechenden Salze der (niederen) 
Fettsiuren und das Glycerin die Oberflachenspannung nur ganz 
unbedeutend. Stellt man also die Oberflaichenspannung einer 
gesaéttigten Monobutyrinlésung nach der Tropfenmethode fest, 
indem man die Tropfen zahit, die bei dem Entleeren eines 
gewissen Volumens der Fliissigkeit aus einer Capillarréhre ge- 
bildet werden, so wird man nach einer mehr oder weniger 
langdauernden Alkaliwirkung finden, daS die Oberflaichen- 
spannung den Wert des reinen Wassers (fast) erreicht hat. So 
wurde bei einer gesattigten wasserigen Monobutyrinlésung in 
einem Capillarréhrehen (bei 18°) die Tropfenzahl 170 gefunden. 
Wurde diese Liésung mit Natronlauge zu */,,n versetzt und 
kurz aufgekocht, so sank die Tropfenzahl gleich auf 109, 
nach etwa 1 Stunde auf 98, wahrend die Tropfenzahl in 
derselben Capillarréhre fiir reines Wasser 97 betrug. (Alles 
bei 18° gemessen.) Bei schwacheren Alkalikonzentrationen und 
niedrigeren Temperaturen verlief die Spaltung durch das Alkali 
entsprechend langsamer, wie dies durch die langsamere Ab- 
nahme der Tropfenzahl auf bequeme Weise nachgewiesen werden 
konnte. Somit hatten wir in der Feststellung der Oberflichen- 
spannungsinderung einen empfindlichen Indikator fiir den 
Nachweis einer stattgehabten Spaltung und ein Mittel, den 
Gang der Spaltung wahrend des Prozesses zu verfolgen. Die 
Anderung der Oberflachenspannung als Maf fiir den Verlauf 
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physiologisch-chemischer Prozesse wurde schon von Traube in 
mehreren Arbeiten, wie auch von Ascoli und Izar in ver- 
schiedenen Untersuchungen benutzt. : 
Sollte diese Methode fiir den Nachweis einer Esterspaltung 
mm Blute bzw. Serum anwendbar sein, so muBte sie folgende 
Bedingungen erfiillen. Das Monobutyrin durfte zunachst durch 
Wasser allein in den bei den Versuchen angewandten Tempe- 
raturen und in den in Betracht kommenden Zeiten keine 
Spaltung erleiden. Dies ist auch der Fall. Wurde die ge- 
sittigte wasserige Monobutyrinlésung mit verschiedenen Mengen 
Wasser versetzt, so erhielt man folgende Kurve (Fig. 1). 
Die Abszisse gibt 
die Konzentration der 
Lésung an Monobutyrin 
an, wobei mit 100 
die gesattigte wiisserige 
Lésung bezeichnet ist, 
wahrend die Ordinate 
die ,,Tropfenzahl*‘ der 
zugehorigen Monobuty- 
rinlésung bei 18° angibt. 
Die Kurve hat die 
bekannte Gestalt der Fig. 1. 
..Oberflachenspannungs- 
i,onzentrationskurve“: die Oberflachenspannungserniedrigung ist 
bei niedriger Konzentration des Monobutyrins relativ gréBer als bei 
héherer. — Worauf es hier ankommt, ist, daB dieselben Werte 
der Tropfenzahl (bei derselben Temperatur) auch bei langerem 
— mehrtaigigem — Aufbewahren der betreffenden Losungen un- 
verandert erhalten werden. Ferner durfte die Alkalitat des Blutes, 
d. h. die dort herrschende OH'-Ionen-Konzentration, keine hydro- 
lytische Wirkung auf den Ester ausiiben. Zu diesem Zwecke 
versetzten wir die Esterlésung mit einem Phosphatgemisch 
(zu ca. */,,n) von einer H~-Ionen-Konzentration, die der des 
Blutes entspricht (0,35-10~"). Selbst nach Tagen war bei 18° 
keine Anderung der urspriinglich gefundenen Oberflichen- 
spannung zu konstatieren. — DaB auch die EiweiSkérper oder 
sonstige Serumbestandteile keine Spaltung, die an einer Anderung 
der Tropfenzahl nachweisbar wire, veranlassen, beweisen die 


Monobutyrin (18°). 
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unten angefiihrten Versuche, die die Wirkungslosigkeit des auf- 
gekochten (oder mit FNa versetzten) Serums zeigen. ') 

Auf Grund dieser Vorversuche konnten wir also eine durch 
Blut oder Serum bedingte Anderung der Oberflichenspannung 
der Monobutyrinlésungen auf eine fermentative Spaltung des 
Monobutyrins beziehen. 

Die diesbeziiglichen Untersuchungen sind in den folgenden 
Kurven (Fig. 2 bis 12) niedergelegt. Die Abszisse gibt die Zeit 
in Minuten, die Ordinate die Tropfenzahl bei 18° an. 


I. Pferd. II. Kaninchen. 
I. Serum 2,5:502), IL. Serum-FNa 2,5: 50. TI. Serum 2,5:50. 











%6 390 ¢ * 


Fig. 2. 





Ill. Kaninchen. 








IV. Kaninchen. 


I. Serum 1:50. II. Blut 1:50. V. Rind. 
Ill. Serum (aufgekocht) 1:50. 


IV. Serum-FNa 1:50. Serum 1:50, Serum 2:50. 











iE 


“65 60 7S Si 5 0 135 450 5 


Fig. 5. Fig. 6. 


1) Das Serum resp. Blut iibt, wie bereits Traube fiir die genuinen 
EiweiBkérper gefunden hat, nur einen duBerst geringen EinfluB auf die 
Oberflachenspannung des Wassers aus. 

®) Serum 2,5:50 bedeutet 2,5 com Serum+Monobutyrin gesittigte 
Lésung auf 50 ccm usw. 
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VI. Rind. 
I. Blut 1:50. II. Serum 1:50. III. Serum-FNa 5:50. IV. Serum 5:50. 
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Fig. 7. 














VII. Hund. VIII. Meerschweinchen. 


I. Blut 1:50. IJ. Blut 4:50, III. Serum 1:50. I, Blut 1:50. II. Serum 0,5: 50. 
IV. Serum-FNa 4:50. V. Serum 4:50. III. Serum-FNa 0,5: 50, 
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Fig. 8. 


IX. Meerschweinchen. 
I. Serum 1:50. 
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Fig. 10. 


X. Kaninchen. XI. Hammel. 


{. Kaninchenserum 0,5:50. II. Serum auf 70° I. Blut 1:50. II. Blut 4:50. III. Serum 1:50. 


erwarmt 0,5:50. III. Serum aufgekocht 0,5: 50. IV. Serum 4:50. V. Serum-FNa 4:50. 
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Methodisch ware zu den Kurven zu bemerken, da8 alle 
in dieser Arbeit mitgeteilten Untersuchungen im Wasserbade 
von 18° durchgefiihrt worden sind. Wahrend der Untersuchung 
schwankte die Temperatur héchstens um + 0,5°; da die Zu- 
oder Abnahme der Tropfenzahl mit der Zu- oder Abnahme der 
Temperatur um 1° in diesem Temperaturbereich etwa 2 betriagt, 
so kann der durch diese geringe Schwankung der Temperatur 
bedingte Fehler vernachlassigt werden. — Der Fehler in der 
Bestimmung der Tropfenzahl betrigt +1 Tropfen. Da die be- 
obachteten Differenzen 20 bis 50, oft bis 70 Tropfen betragen, 
kann die Beobachtung als genau bezeichnet werden. Dazu 
kommt, daB bereits die auBerst geringen Anderungen von 2 bis 
3 Tropfen verwendet werden kénnen, da sie im Vergleich mit 
dem vorherigen und dem nach einer gewissen Zeit aufgenommenen 
Befund ein zuverlissiges Bild iiber das Fortschreiten oder Still- 
stehen des Prozesses geben. 

Aus den Kurven ist nun ersichtlich, da8 in allen unter- 
suchten Tierarten die Gegenwart eines Monobutyrin spaltenden 
Fermentes im Serum bzw. Blut angenommen werden muB. 
Besonders stark wirksam ist das Ferment bei Meerschweinchen 
und Kaninchen; schon nach wenigen Minuten tritt eine energische 
Spaltung ein, die von einem gewissen Punkt an einer sehr all- 
mahlichen Hydrolyse Platz macht. Die Spaltungsprodukte, 
namentlich die freiwerdende Saure, iibt, wie dies schon Hanriot 
gefunden hat, einen hemmenden EinfluB auf den Verlauf der 
fermentativen Wirkung'). Serum und Blut erwiesen sich bei 
diesen Tierarten als gleich wirksam. — Viel schwacher war die 


1) Es muB8 auch darauf hingewiesen werden, daB die entstandene 
Buttersiure — sofern sie nicht von den Kationen des Blutes resp. Serums 
in Beschlag genommen wird und so als fettsaures Salz so gut wie keine 
Wirkung auf die Oberflichenspannung ausiibt — die Oberflachenspannung 
stark erniedrigt und ein Fortschreiten des fermentativen Prozesses nicht 
klar erkennen lé8t. Bei quantitativer Untersuchung der Hydrolyse wird 
es sich demnach empfehlen, kiinftighin die Lésung mit einem Phosphat- 
gemisch als Reaktionsregulator zu versehen, das das Auftreten von freier 
Siure verhindern soll. — Ein Stillstand des Prozesses kénnte auch durch 
ein echtes Gleichgewicht zwischen dem Ester und seinen Spaltprodukten 
veranlaBt werden. Bis jetzt ist es uns jedoch nicht gelungen, eine 
Riickbildung des Butyrats aus seinen Spaltprodukten unter dem Einflu8 
des Fermentes experimentell nachzuweisen. 
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Wirkung der ,,Monobutyrase‘‘ bei Pferd, Hammel, Rind, Hund, 
und bei all diesen iibertrifft die Wirksamkeit des Blutes die 
des Serums um das mehrfache. Das vorherige Aufkochen des 
Serums hebt die spaltende Wirkung auf, Zusatz von FNa 
hemmt sie sehr bedeutend. 

Wie sich andere Tierarten und der Mensch in bezug auf 
die Esterspaltung verhalten und ob durch verschiedene Kin- 
griffe, namentlich durch die Ernahrung, der Fermentgehalt des 
Blutes beeinfluBbar ist, werden weitere von uns in Angriff ge- 
nommene Untersuchungen lehren. 

II. Die vorangehende Untersuchung stellt in Uberein- 

stimmung mit Hanriot 
in einer Anzahl Blut- 
und Serumarten die 
Gegenwart eines das 
Monobutyrinspaltenden 
Fermentes fest. Auf die- 
selbe Weise konnte nun 
weiterhin ein das Tri- ; 
butyrinspaltendes Fer- | ge 
ment, also eine echte Li- Te Ew ew eS 
pase im Blut und Serum Fig. 13. ’ 
nachgewiesen werden. 
Trotz der auBerst geringen Léslichkeit des Tributyrins in Wasser 
geniigen die gelésten Spuren, um die Oberflachenspannung des 
Wassers sehr stark zu erniedrigen. So zeigte eine Capillarréhre 
fiir reines Wasser die Tropfenzahl 97 (18°), fiir eine gesattigte 
Tributyrinlésung 154. Die Anderung der Oberflaichenspannung 
einer wasserigen Tributyrinlésung fiir wechselnde Konzentration 
an Tributyrin zeigt die Kurve (Fig. 13), wobei mit 100 die ge- 
sittigte Tributyrinlisung bezeichnet ist. 

Auch hier konnte festgestellt werden, da das Wasser in 
den in Frage kommenden Temperaturgebieten und Zeitraumen 
keine Spaltung veranla8t und da8 die im Blut herrschende 
OH’-Ionenkonzentration selbst nach Tagen bei 18° keine Spal- 
tung bewirkt. 

Den Verlauf der einzelnen Versuche zeigen die folgenden 
Kurven (Fig. 14 bis 23). Die Abszisse gibt die Zeit in Minuten, 
die Ordinate die Tropfenzahl bei 18° an. 


Tributyrin (18°). 
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XII. Rind. XIII. Rind. 
I. Blut 1:25. IL. Serum 0,5:25. Dasselbe Blut wie in XII. ei Tag spit 
III, Serum 2:25. IV. Serum-FNa a I se en, Il tame be epater.) 
2:25,2) » 49 ° :<o. 
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Fig. 14. Fig. 15. 


XIV. Rind. 
I. Blut 0,2:25. IL. Serum 0,2:25. III. Blut 1:25. IV. Serum 1:26. 
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Fig. 16. 


XV. Schwein. 
I. Blut 1:25. IL. Blut 2:25. III. Serum 1:25. IV. Serum 2:25. 
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Fig. 17. 


XVI. Schwein. 
I. Blut 0,6:25. II. Serum 0,5:25. 
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Fig 18. 


1) Blut 1:25 bedeutet 1 com Blut +Tributyrin (gesittigte Lésung) auf 
25 ccm usw. 
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XVII. Schwein. 
I. Blut 0,5:25. IL. Serum 0,2:25. III. Serum 2:25. 




















V. Serum 0,05:25 aufgekocht. 
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Fig. 20. Fig. 21. 
XX. Hammel. 


I. Blut 0,5:25. II. Blut 1:25. III. Serum 0,5:25. IV. Serum 1:25, 


| 





: Fig. 22. 
XXI. Kaninchen. 
L Blut 0,5:25. II. Serum 0,5:25. III. Serum-FNa 0,5:25. 
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Fig. 23. 
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Fig. 19. 
XVIII. Meerschweinchen. XIX. Meerschweinchen. 
I. Blut 1:50. II. Serum 1:50. I. Blut 0.5:25. II. Blut 0,05:25. 
Ill. Serum-FNa 1:50. III. Serum 0,5: 25. IV. Serum 0,05 : 25. 
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Im wesentlichen decken sich die Befunde hier mit denen 
am Monobutyrin gewonnenen: starke Wirkung beim Meer- 
schweinchen und Kaninchen, sehr schwache beim Rind, Schwein, 
Hammel. Auch hier fand sich, Kaninchen und Meerschweinchen 
ausgenommen, das Serum durchweg viel schwacher wirksam als 
das entsprechende Blut. Es liegt daher nahe, in beiden Fallen 
nur ein Ferment anzunehmen. Kochen des Serums hob die 
Wirkung auch auf Tributyrin auf, FNa hemmt sie sehr stark. 

Die Untersuchungen werden fortgesetzt und auch auf Or- 
gane bzw. PreBséfte ausgedehnt. Dieselbe Methode soll auch 
auf die Erforschung des proteolytischen Fermentes ausgedehnt 
werden, da, wie die Untersuchungen von Traube zeigen, die 
EjiweiBkérper die Oberflichenspannung des Wassers, im Gegen- 
satz zu ihren héheren Spaltprodukten, nicht beeinflussen. 
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Nachtrag zu der Arbeit: 


Die Verwertung der Hefe im menschlichen 
Organismus.') 
Von 
Wilhelm Véltz und August Baudrexel. 


(Eingegangen am 2. Februar 1911.) 


Wir hatten in der betreffenden Arbeit iiber den N-Umsatz 
und -Ansatz, sowie den Energieumsatz wiahrend einer Grund- 
regimeperiode und einer Hefeperiode (es wurden 100 g entbitterte 
Hefe pro die verzehrt) am Menschen berichtet und konstatiert, 
daB das Hefeeiweif zu 86°/,, die Calorien der Hefe zu 88°/, re- 
sorbiert wurden. Der physiologische Nutzeffekt der Hefe hatte 
auf das Stickstoffgleichgewicht berechnet 74,8°/, ihres Energie- 
gehaltes betragen. Da die Trockenhefe ungefahr 45°/, verdauliches 
Eiwei8 enthalt, so hatten wir gefolgert, daB sie den konzen- 
triertesten und speziell eiweiBreichsten Nahrungsmitteln zuzu- 
rechnen wire. 

Nun erschien es weiterhin von Interesse, zu untersuchen, wie 
hoch die Verdaulichkeit der organischen Substanz und der einzelnen 
N-freien Nahrstoffe der Hefe, also des Fettes, der Rohfaser und 
der stickstofffreien Extraktstoffe [Organische Substanz — (Roh- 
protein -- Rohfett +- Rohfaser)] ist. Um die betreffenden Zahlen 
zu ermitteln, war es nur erforderlich, die Faeces der beiden 
in Betracht kommenden Perioden nach der Weender-Methode 
zu analysieren, da die erforderlichen Daten fiir die Hefe bereits 
vorlagen (I. c.). 

Es wogen die lufttrockenen Faeces im Mittel pro die 

wahrend der Grundregimeperiode 36,97 g, 
= » Hefeperiode . . 54,10g. 

Die folgende Tabelle I enthalt die Zahlen fiir den Gehalt 
der Faeces beider Perioden an Einzelbestandteilen in Prozent, 

1) Diese Zeitschr. 30, 457 bis 472, 1911. 
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Tabelle II dieselben in Gramm pro die. Aus den differenten Werten 
sind nach Gegeniiberstellung derselben mit den betreffenden 
Daten iiber die Zusammensetzung der verzehrten Hefe in 
Tabelle III die Verdauungskoeffizienten der einzelnen Nahrstoffe 
der Hefe berechnet und ebenfalls in Tabelle III eingetragen worden. 


Tabelle I. 
Die Faeces enthielten in Prozent: 




















28) © |Orga-| Roh. | 3 | § | Nefreie 
aS | Bee" rotein | = | = | Extrakt- 
2) q | Sub- <6,25)) & | Oo | stoffe 
E% ) a |e 
ss Ea oe ole = akan % | %o| Te 
Grundregimeperiode {86,88 10, = 76, 19 | 32,81 /16, 19") 3, 49 23,70 
Hefeperiode . . . {82,31,13,71; 68,60 36,16 (12 183*)| 3,99' 15,62 


Tabelle II. 
Die Faeces enthielten in Gramm im Mittel pro die: 

















63) e | Orga. Roh- | 2 | % | N-freie 
32 Z a protein 3 is Extrakt- 
| ub- |(N><6,25 toff 
és < | stan x x< ) eS | 3 stoffe 
eric ae were la Se 
Guatusemieds | 
(36,97 g pro die) 32,12 3,95 28,17| 12,13 | 5,99) 1,29) 8,76 
Hefeperiode | 
(54,10 g pro die) [44,53 7,42) 37,11} 19.56 | 6,94 2,16 8,45 
Differenz: —|—| 894) 7,43 | 0,95 | 0,87) -0,31 


Tabelle III. 





aul e | Orge- Roh- 3 5 | N-freie 
£38 g a protein | = S  Extrakt- 
E 2 = =| >< 6,25) 3 3 stoffe 
sisi.’ "| K $.i4.). 8 


| 


100 g Hefe ent- 
oO eae 93,13, 7,04, 86,09 53,44 
Im Kot der Hefe- 
periode mehr als 
im Kot der Grund- 


& 
Fs 
8 
a 











regimeperiode . . 8.94 7,43 | 0,95 0,87) -0,31 
“9 g 77,15 | 46,01 | 2,17|.957| 928,40 
Reserbiert: o/, 89,6 | 86,1 | 69,6 3%6' 101 


1) 14,74°/, freies Fett und 1,45°/, Fett aus Seifen. 
2) 11,42°/, ” ” ” 1,419/, ” ” ” 
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Die Werte fiir den verdaulichen Anteil des Fettes und ins- 
besondere der Rohfaser kénnen keinen Anspruch auf groBe 
Genauigkeit machen, weil der Gehalt der Hefe an diesen 
Stoffen ein zu geringer ist, als daS man auf diesem Wege 
zu ganz genauen Zahlen gelangen kénnte. Cellulose, die den 
Hauptbestandteil der Rohfaser auszumachen pflegt, enthalt die 
Hefe iiberhaupt nicht’). Die als Rohfaser bezeichnete Sub- 
stanz ist bekanntlich der in 1,25°/,iger Schwefelsiure und eben- 
solcher Kalilauge (W eender-Methode) unlésliche Riickstand der 
zu untersuchenden Substanz nach Subtraktion der Asche und 
der N-haltigen Verbindungen (N >< 6,25). Die iibrigen N-freien 
Stoffe der Hefe sind vollstaéndig resorbiert worden. Die um 
1°/, héher gefundene Verdaulichkeit der N-freien Extraktstoffe 
liegt innerhalb der Fehlergrenzen des Stoffwechselversuches bzw. 
der analytischen Methoden. 

Das Resultat dieser Untersuchung ist, daB die Nahrstoffe 
der Hefe, und zwar 


die organische Substanz zu rund. . . 90°, 
das Eiweis (N><6,25) zu rund . . . 86°/, 
das Rohfett zu rund. . . . . . . 70%, 
die Rohfaser zu rund .... 40°/, 


und die N-freien Extraktstoffe zu rund 100°/, 
im menschlichen Organismus resorbiert wurden. 


1) C. van Wisseling, Jahrb. wiss. Bot. 31, 619, 1898. 
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Bemerkungen zu der Arbeit von Stoklasa und Zdobnicky: 


Photochemische Synthese der Kohlenhydrate aus Kohlen- 
siureanhydrid und Wasserstoff in Abwesenheit von 
Chlorophyll.’) 


Von 


Walther Lob. 
(Aus der chem. Abteil. des Virchow-Krankenhauses zu Berlin.) 


(Eingegangen am 11. Februar 1911.) 


In der in der Uberschrift zitierten Arbeit schreiben die Verfasser: 

,Schon lingere Zeit tragen wir uns mit der Idee, das Problem zu 
lésen, wie eigentlich die Synthese der Kohlenhydrate in der lebenden 
Zelle der autotrophen Pflanzen vor sich geht.“ Dieser angestrebten Lésung 
dienen folgende Beobachtungen: 

1. Aus Kohlenséure, Wasserdampf und Kalilauge entstehen bei 
Bestrahlung mit ultraviolettem Licht Spuren Formaldehyd; eine Konden- 
sation des letzteren zu Kohlenhydrat tritt aber bei Gegenwart von Kalium- 
hydroxyd nicht im geringsten ein, ,obgleich die Bedingungen fiir die 
Entstehung des Kohlenhydrates, nimlich die Dauer der Bestrahlung usw., 
die gleichen waren, wie bei den folgenden (positiv verlaufenden) Versuchen‘. 

Aus diesen Worten geht hervor, daB Stoklasa und Zdobnicky 
dem Formaldehyd, der aus Kohlenséure und Wasser entsteht, andere 
Eigenschaften zuschreiben als dem aus Kohlensiure und Wasserstoff in 
statu nascendi gebildeten. Denn der letztere liefert nach ihren Versuchen 
unter den gleichen Bedingungen reichlich Kohlenhydrat. Der Sachverhalt 
ist natiirlich der folgende. Im ersten Falle ist so wenig Formaldehyd ent- 
standen, daB, besonders da ein Teil sogleich in die Waschflasche durch 
den Gasstrom fortgefiihrt, ein anderer Teil durch die Kalilauge in Methyl- 
alkohol und Ameisenséure verwandelt wird, die Ausbeute an Konden- 
sationsprodukten zum Nachweis zu gering wird. Sind die Bedingungen 
der Formaldehydausbeute giinstiger (CO, -- H,), so bildet sich durch die 
Kalilauge auch entsprechend mehr Kohlenhydrat. 


1) Diese Zeitschr. 30, 433, 1911. 
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2. Die Verfasser finden, daf nur Wasserstoff in statu nascendi mit 
Koblensaéure Formaldehyd gebe, nicht aber Wasserstofigas. Sie erwihnen, 
daB ihre Beohachtungen nicht mit denen von Berthelot und Gaude- 
chon!) itbereinstimmen; auch nicht mit meinen, bei der stillen Ent- 
ladung erhaltenen.?) Aber aus ihren eigenen Versuchen geht hervor, 
daB sich auch bei ihnen die Reaktion zu Formaldehyd zwischen gas- 
formigem Wasserstoff und gasférmiger Kohlensiure abspielt. Sie finden 
namlich den Formaldehyd in der an den RiickfluBkiihler erst angeschlossenen 
Waschflasche. Der Formaldehyd wird also durch den Gasstrom fort- 
gefiihrt. Ware er in der Fliissigkeit entstanden, was bei einer Reduktion 
durch Wasserstoff in statu nascendi der Fall sein miiBte, so kénnte er 
sich nicht aus der in groBem Uberschu8 vorhandenen Lauge, die ihn 
sofort kondensiert oder spaltet bzw. als Salz*) enthalt, in irgendwie er- 
heblichen Mengen bei gewéhnlicher Temperatur verfliichtigen. 

3. Stoklasa und Zdobnicky sprechen weiter iiber den che- 
mischen Charakter der durch ,,photochemische Synthese“ erhaltenen 
Kohlenhydrate und ihren ,labilen Formen‘. In ihrer Versuchsanordnung 
ist die photochemische Synthese mit der Formaldehydbildung beendet. 
Ob die Kondensationsgesch windigkeit des Formaldehyds in Kalilauge 
durch die Bestrahlung beeinfluBt wird, ist eine offene Frage, die nur durch 
exakte Messungen entschieden werden kann. Dab die Bildung der Zucker- 
arten in den Experimenten von Stoklasa und Zdobnicky durch eine 
andere Wirkung bedingt ist, als durch den bekannten EinfluB der Kali- 
lauge auf Formaldehyd, dafiir ist auch nicht ein Versuch des Nachweises 
gebracht. 

4. SchlieBlich: ,,Die Synthese des Zuckers aus Kaliumbicarbonat, 
das in Entstehung begriffen ist, und nascierendem Wasserstoff unter 
Einwirkung der ultravioletten Strahlen haben wir zuerst beobachtet, und 
die Resultate unserer diesbeziiglichen Betrachtungen stehen bis jetzt allein 
da.“ Da8B nach friiheren Erfahrungen der molekulare Wasserstoff die 
Formaldehydsynthese mit Kohlenséure herbeifiihrt und da8 nach meiner 
Ansicht auch bei Stoklasas und Zdobnickys Versuchen die Reaktion 
im Gasraum, der iibrigens auch einen wesentlichen Teil der wirksamen ultra- 
violetten Strahlen absorbiert, verlauft, ist schon erwihnt. Das in Entstehung 
begriffene Kaliumbicarbonat versieht den Gasraum mit der erforderlichen 
Koblensaure bereits durch seinen Kohlensaurepartialdruck; auBerdem wird 
Kohlensaure dauernd hindurchgeleitet. Es wird also eine Schicht von 
Kohlensiure und Wasserstofigas bestrahlt; darunter befindet sich die 
Flissigkeit, die in freilich ziemlich komplizierter Weise die Gase liefert 
und die Eigenschaft hat, Formaldehyd in Kohlenhydrat zu verwandeln. 
Die Verfasser scheinen iibrigens dem in Entstehung begriffenen Kalium- 
bicarbonat nicht durchgangig eine besondere Bedeutung zuzumessen; 


1) Compt. rend. 150, 1169, 1327, 1517, 1690, 1910. 
2) Zeitschr. f. Elektrochemie 12, 282, 1906. 
3) Vgl. Euler, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 38, 2551, 1905. 











360 W. Léb: Photochemische Synthese der Kohlenhydrate. 


wenigstens sprechen sie in der Uberschrift ausdriicklich von Kohlen- 
séureanhydrid, das ist CO,. 

Aus diesen Darlegungen diirfte hervorgehen, daB die Arbeit von 
Stoklasa und Zdobnicky keinerlei neue Tatsachen enthalt, da sowohl 
die Bildung von Formaldehyd aus Kohlenséure und Wasser und Kohlen- 
siure und Wasserstoff, wie auch die Umwandlung des Formaldehyds 
durch Alkalien in Zuckerarten bekannte Erscheinungen sind. Die von 
den Verfassern angenommene Neuheit einiger Beobachtungen, wie der 
Rolle des nascierenden Wasserstoffs und Kaliumbicarbonats und eines 
verschiedenen Verhaltens des Formaldehyds aus Kohlensiure und Wasser 
einerseits und Kohlenséure und Wasserstoff andrerseits in alkalischer 
Lésung gegeniiber den ultravioletten Strahlen beruht meines Erachtens 
auf einer falschen Deutung der Versuche. 
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Uber die Abhangigkeit des Kalkstoffwechsels von den 

organischen Nahrungskomponenten beim erwachsenen 

Hunde, nebst Bemerkungen iiber den Stoffumsatz der 
Phosphorsaure und der Magnesia. 


I. Mitteilung. 
Von 
Martin Kochmann. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Greifswald.) 
(Eingegangen am 7. Februar 1911.) 


Der Umstand, daB die Knochen der héheren Tiere und 
des Menschen zu einem sehr erheblichen Teil aus Kalksalzen 
bestehen, zeigt mit Deutlichkeit, daB diesen eine gewisse Be- 
deutung im Stoffwechsel zukommen mu. Aber es gibt auch 
sonst kein Organ, kein Gewebe und keine Zelle, die nicht Kalk 
in irgendeiner Form enthalt. Es diirfte auch nicht zweifelhaft 
sein, daB diesem Kalk eine hohe physiologische Bedeutung zu- 
kommt, ja es ist vielleicht nicht mehr verwegen, den Gedanken 
auszusprechen, daB ohne Calciumionen eine normale Funktion 
der Zelle nicht méglich ist. 

Trotz dieser augenscheinlichen Wichtigkeit des Kalks sind 
die Kenntnisse tiber seinen Stoffumsatz verhaltnismaBig nur 
geringe. Zwar sind wir itiber Aufnahme und Resorption, sowie 
iiber die Ausscheidung hinreichend orientiert, wenn auch da 
noch vielfach Liicken bemerkbar sind, aber iiber den Bedarf 
des Organismus an diesem Mineralstoff herrschen die wider- 
sprechendsten Angaben. 

Wahrend auf der einen Seite Untersucher wie Dibbelt') glauben, 
daB beim erwachsenen Hunde der Kalkbedarf so gering sei, daB selbst 
mit einer kalkarmen Nahrung die Tiere in kurzer Zeit ins Kalkgleich- 
gewicht kommen, geben Forster”), E. Voit*), Fr. Miiller*) u. a. an; 


1) W. Dibbelt, Arbeit. a. d. pathol. Institut Tiibingen 7, 144, 1909. 
2) J. Forster, Zeitschr. f. Biol. 9, 297, 1873. 
3) E. Voit, Zeitschr. f. Biol. 16, 93, 1880, 
4) Fr; Miller, Zeitschr. f. Biol. 20, 327, 1884. 
Biochemische Zeitschrift Band 31. 24 
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362 M; Kochmann: 


daB eine solche Nahrung das Kalkbediirfnis nicht zu befriedigen imstande 
sei. Auch die Angaben fiir den erwachsenen Menschen widersprechen 
sich in ahnlicher Weise. Bertram!) gibt den Minimalbedarf an Kalk 
mit 0,4g CaO an, und Renvall?) kommt zu dem Ergebnis, daB 1,3 g 
CaO taglich Kalkgleichgewicht herstelle. 

Dieser Unterschied in den Ansichten fiihrt schon Albu und Neu- 
berg in ihrer ,,Physiologie und Pathologie des Mineralstoffwechsels“ zu 
der Meinung, daB ,,Art und Intensitaét des Kalkumsatzes auBerordentlich 
stark abhangig sowohl von der Quantitaét wie von der Qualitét der 
Nahrung sind“, Wie man sich aber eine solche Abhangigkeit zu 
denken habe und ob eine solche tatsiachlich bestehe, dariiber geben 
die experimentellen Untersuchungen am erwachsenen Organismus keinen 
AufschluB. 

Erst in neuester Zeit haben Stoffwechseluntersuchungen am Siug- 
ling in dieser Hinsicht bemerkenswerte Ergebnisse gezeitigt. Roth berg*) 
konnte am kranken Séugling beobachten, daB die Vermehrung des Fett- 
gehaltes der Nahrung die Kalkbilanz so schidlich beeinflussen kann, daB 
selbst negative Bilanzen zustande kommen. Birk*) konnte beziiglich 
des Verhaltens der Magnesia bei denselben Kindern ein gleiches konstatieren. 

Auch die Kohlenhydrate, die zur Nahrung zugelegt werden, scheinen 
einen ahnlichen Einflu8 auf den Kalkstoffwechsel der Saéuglinge in den 
Versuchen von Rothberg und Birk auszuiiben, wenn auch nur in 
schwachem MaBe. 

Beim nicht magendarmkranken Siaugling wird in Stoffwechsel versuchen 
L. F. Meyers) durch die Zulage von Casein und Fett der Ansatz von 
Kalk und Phosphorséure geringer; in einem Falle wird die Kalkbilanz 
sogar negativ. 

In den Versuchen Freunds®) wird durch die Fettzulage die Aus- 
scheidung des Kalks durch den Kot verringert. Bei dem einen Kind 
sank die Kalkausscheidung von 1,0305 g nach Zulage von Butter zur 
Nahrung auf 0,9713 g, und bei dem zweiten Kinde blieb sie annahernd 
gleich, wenigstens war die Verminderung nur sehr unbedeutend, 0,07 g 
CaO. In einer spateren Arbeit zeigt Freund®), da8 bei Darreichung 
von Ol zwei Kinder ganz verschiedenes Verhalten beziiglich der Kalk- 
retention aufweisen; das eine Kind zeigt Vermehrung, das andere Ver- 
schlechterung. Auch in den Versuchen von Steinitz’) blieb in den 
Sahneperioden, also bei fettreicher Nahrung, die Kalkbilanz bei zwei Kin- 
dern positiv, und wurde nur in einem Falle negativ. Die zusammen- 


1) J. Bertram, Zeitschr. f. Biol. 14, 335, 1878. 

2) G. Renvall, Skand. Arch. f. Phys. 16, 94, 1904. 

3) O. Rothberg, Jahrb. f. Kinderheilk. 66, 1, 1907. 

4) W. Birk, ebenda 8. 300. 

5) L. F. Meyer, Diese Zeitschr. 12, 422, 1908. 

°) W. Freund, Jahrb. f. Kinderheilk. 61, 36, 1905 und diese Zeitschr. 
16, 453, 1909. 

7) F. Steinitz, Centralbl. f. inn. Med. 1904, 3. 
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fassenden Darstellungen L. F. Meyers und die klaren Ausfiihrungen 
W. Freunds?) geben hieriiber einen umfassenden Uberblick. 

So viel geht wohl aus diesen Ausfiihrungen hervor, da8 
die Frage nach der Abhangigkeit des Kalkstoffwechsels von 
den organischen Nahrungskomponenten auch beim Saugling 
noch keineswegs geklart ist. 

Wie sich aber der erwachsene Organismus in dieser Hinsicht 
verhalten wiirde, ob mit anderen Worten bei diesem die organi- 
schen Nahrungskomponenten einen Einflu8 auf die Kalkbilanz 
auszuiiben vermégen, das ist meines Wissens bisher noch nicht 
der Gegenstand spezieller experimenteller Beobachtung gewesen, 
obwohl doch zahlreiche Versuche die Abhangigkeit der organischen 
Nahrungsstoffe voneinander behandelten. Um diese Liicke aus- 
zufiillen, sind die folgenden Untersuchungen unternommen worden. 

Als Versuchstiere wurden Hunde gewihlt. Sie wurden vor Beginn 
des Versuches lingere Zeit mit gleichmaBigen Mengen von S prattschem 
Hundekuchen ernaihrt und dann in einen groBen runden Stoffwechsel- 
kiifig gesetzt, dessen Durchmesser 75cm betrug. Die Tiere saBen im 
Kafig auf einem Drahtgitter, woran sie sich schnell gewéhnten, und was 
sie auch, ohne sichtbaren Schaden zu nehmen, gut ertrugen. Nur wenige 
Hunde waren so ungebirdig, daB sie vom Versuch abgesetzt werden 
muBten. Der Urin, den die Tiere lieBen, floB tiber den trichterférmig 
geneigten Boden von verzinntem Eisenblech in einen Glaskolben. Der 
Kot, der in diesen Versuchen regelmaBig jeden Tag entleert wurde, blieb 
auf dem Drahtgitter liegen und wurde, wenn mdglich, bald nach der 
Entleerung in eine Porzellanschale gebracht. 

Sobald sich die Tiere an den Aufenthalt in dem Kafig gewéhnt 
hatten — die Kafige standen in einem hellen und luftigen Zimmer, das 
im Winter wohl gehkeizt und im Sommer kiihl war —, wurde mit dem 
Versuch begonnen. 

Der Kot wurde durch Zugabe von ungefahr 0,5 g Kohle zum Futter 
abgegrenzt, die aus Watte bereitet war und bis auf einen geringen, nicht 
wagbaren Riickstand verbrannte. Als Futter wurde den Tieren dieser 
Reihe wahrend des Versuches Sprattscher Hundekuchen verabreicht, 
der im gepulverten Zustand erhiltlich ist und im groBen eingekauft 
wurde, Zu dem Futter wurden abgemessene Mengen destillierten Wassers 
zugesetzt, das Ganze wurde dann zu einem Brei verriihrt und den Tieren 
frihmorgens auf einma! verabreicht. Die einzelnen Versuchsperioden 
waren verschieden lang, wie sich aus den Protokollen ergibt. 

Im Futter sowohl, wie in den Ausscheidungen der Hunde Nr. 1 
und 2 wurden die Mengen des Stickstoffs, Kalks und der Magnesia fest- 
gestellt. Bei Hund Nr. 3 wurde auch der Phosphorsaurestoffwechsel in 
den Kreis der Betrachtungen gezogen. 


1) Ergebn. d. inn, Med. und Kinderheilkunde 1 und 3. 
24* 
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Beziiglich der analytischen Methoden sei folgendes erwahnt: Der 
Stickstoff wurde nach Kjeldahl! bestimmt. (Zerstérung der organischen 
Substanz mit reiner Schwefelséure unter Zusatz von schwefelsaurem Kalium 
und Kupfer, Destillation des gebildeten Ammoniaks nach Zusatz von 25°/, 
Natronlauge und Auffangen des Ammoniaks in */,9-Schwefelsiure, deren 
CUberschuB durch */,9-Natronlauge zuriicktitriert wird.) 


Die Bestimmung des Kalks geschah in 200 ccm des sauren, filtrierten 
Urins, der vor der Filtration durch Zusatz von Fssigsiure noch angeséuert 
war, in der Weise, daB der Kalk durch Zusatz von Ammonoxalat als 
oxalsaurer Kalk gefallt, auf einem aschefreien Filter gesammelt und dann 
gegliiht wurde, und schlieBlich als CaO zur Wagung gelangte. Im Filtrat 
wurde die Magnesia durch Zusatz von Ammoniak bei Gegenwart eines 
Uberschusses von Phosphorsiure und Ammoniumchlorid als phosphor- 
saure Ammoniakmagnesia gefallt, gegliiht und als pyrophosphorsaure 
Magnesia gewogen. 

Beim Hundekuchen und Kot wurden die Kalk- und Magnesia- 
bestimmungen nach Veraschung der organischen Substanz im Muffel- 
ofen im wesentlichen in derselben Weise vorgenommen. Die Ver- 
aschung geschah zunichst bei sehr kleiner Flamme bis zur Verkohlung 
und beginnenden Veraschung; dann wurden zu der abgekiihlten Asche 
einige Kubikzentimeter Salpetersiure hinzugefiigt, diese auf dem Wasser- 
bade oder bei sehr kleiner Flamme verdampft und nun die Ver- 
aschung mit groBer Flamme im Muffelofen fortgesetzt und sehr schnell 
beendigt. Die Asche wurde in Salzsiure gelést, die Salzsiure auf dem 
Wasserbace wieder verjagt, die unléslich gewordene Kieselsiure und die 
Spur Kohle nach Aufnahme der Asche mit Salzsiure und heiBem Wasser 
abfiltriert. Durch Zusatz von Ammoniak bis zur beginnenden Triibung, 
die durch Essigsiiure zum Teil wieder zum Verschwinden gebracht war, 
wurde das Eisen als phosphorsaures Eisenoxyd gefallt und durch Er- 
warmen zu Flocken zusammengeballt, die abfiltriert werden konnten. 
Im Filtrat wurden dann Kalk und Magnesia analysiert. Beim dritten 
Hunde wurde auch die Phosphorsiure in der Nahrung und in den Aus- 
scheidungen bestimmt, und zwar im Urin durch Titration mit Uranacetat 
unter Verwendung von Ferrocyankalium als Indicator genau nach den 
Angaben von Neubauer-Vogel, im Kot und Hundekuchen nach der 
Zerstérung der organischen Substanz nach der Neumannschen Methode, 
wobei ich genau nach den Anweisungen verfuhr, wie sie Aron im Hand- 
buch der biochemischen Arbeitsmethoden angegeben hat.') 

Die Zahlen in den Tabellen sind stets das Mittel von zwei iiber- 
einstimmenden Analysen. 


Die Nahrung hatte folgende Zusammensetzung : 


Fiir Versuch Nr. 1 und 2: Gehalt an N 3,661°/,, an CaO 0,792°/), 
an MgO 0,3715/». 


1) Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. Berlin, Wien 1910. 
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Fiir Versuch Nr. 3 wurde neuer Hundekuchen gekaaft, der eine 
andere Zusammensetzung hatte: 

Gehalt an N 3,374°/,, P.O; 1,997°/,, CaO 1,1995°/,, MgO 0,416°/,.') 

Es zeigt sich also, da8 zwischen zwei zu verschiedenen Zeiten ge- 
kauften Proben zum Teil sehr wesentliche Unterschiede, besonders im 
CaO-Gehalt des Hundekuchens bestehen. Dagegen waren Verinderungen 
in der Zusammensetzung der einmal angeschafften Nahrung nicht zu kon- 















































statieren. 
Tabelle I. 
Hund Nr. 1. 
sg a ae Gow. Tagl. Futter u. Zulagen| rin Kot 
7S) Datum , des |Hunde-| destill. wahr, der|,.._,. , }wahr. der| 
us aon Tieres} kuchen Wasser| Fett Periode | taglich! Periode (aglich 
2*|__1909 g |g | cm! g | cm |cm| g | g_ 
1 | 28.—29. VI. 2 7050 — 705 | 862, 5 370 185 
2 }30.VI.—1.VILj| 2 7150 | 200 500 dies 555 | 277,5| 340 | 170 
+ = ee lll Ausscheidung = Einnahmen Bilanz 
‘5 |} @] durch Urin | durch Kot \Gesamtmenge ewes | 
. a i.d. Pe- ti lich &4-Pe-| lich — Pe-| lich | im id.Pe- taglich pong ‘tiigliob 
5 |S" | rode |*elich riode |tAlich) iodo (téelich! Orin | Kot | 
Alig gi¢ig ru Lg 1% i %i¢ i ¢ i _, 
N -Stoffwechsel. 

13 9,626 | 4,813 | 3,902 | 1,951 | 13,528 6,764 | 71,2 | 28,8 |14,644) 7,322 116 |+ 0,558 
2 9,277 | 4,639 | 4,173 | 2,086 13,450 6,725 | 69,0 | 31,0 |14,644 7,322 194 | + 0,597 
CaO - Stoffwechsel. 

1 [5 0,224 | 0,112 | 3,930 | 1,965 | 4,154! 2,077 | 5,4 | 94,6] 3,168! 1,584 | — 0,986 — 0,493 
0,278 0,139 | 5,744 | 2,872 | 6,022| 3,011 | 4,6 | 95,4] 3,168) 1,584 | — 2,854 — 1,427 

MgO -Stoffwechsel. 
0,719 | 12,6 | 87,4 | 1,486 0,743 | + 0,047 |+ 0,024 








212 0,251 | 0,125 | 11156 0,578 | 1,407 | 0,703 | 17,8 | 82,2 


1,486 | 0,743 | + 0,079 |+ 0,040 


Dieser Versuch diente gewissermaSen als Vorversuch und 
Das Tier 
wurde 11 Tage vor Beginn des eigentlichen Versuchs, am 17. VI. 


war demgem&B von verhaltnismaBig kurzer 


Dauer. 


1) Aus diesen Zahlen laBt sich die Verteilung der Phosphorsaéure 


mit groBer Wahrscheinlichkeit entnehmen: 


P.O, an N gebunden (im Fleisch im Verhiltnis 1:7,5) 
P,0, an CaO gebunden (CaO:P,0, = 168:142) . 
P.O, an MgO gebunden (MgO: P,O, = 140: 142) 
Demnach berechnet 

Gefunden 


0,490 g 
- + 1,014,, 


0,492 ,, 





1,996 g P.O, 
1,997 g 


AuBer im Eiweif findet sich die Phosphorsiure also wahrscheinlich 
als Tricalcium- und Magnesiumphosphat in der verfiitterten Nahrung. 
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in den Kafig gebracht. Sein Gewicht betrug 7600g. Nachdem 
es 4 Tage 150 g Hundekuchen und 500 g Wasser erhalten hatte, 
wurden ihm 50g Hundekuchen zugelegt, da sein Kérpergewicht 
abnahm. 7 Tage wurde der Hund dann noch vor Beginn des 
Versuchs bei 200 g Hundekuchen und der gleichen Wassermenge 
wie vorher im Kafig gehalten. Am 22. VI. begann der 4tagige 
Versuch, bei dem es sich zeigte, daB das nunmehr 7050g 
schwere Tier bei der gereichten Nahrung an Kérpergewicht 
zunahm, und zwar in der 2tagigen Periode um 100g. Es reti- 
nierte Stickstoff, und zwar 0,597 g pro die, was ungefahr 3,75 g 
K6rpereiwei8 entsprechen wiirde. Auffallend sind die hohen 
Stickstoffzahlen im Kot, in dem wiahrend der ersten Periode 
29°/, des ausgeschiedenen Stickstoffs sich vorfinden. In der 
zweiten Periode erscheinen sogar 31°/, N in den Faeces. Die 
Resorption und Ausnutzung des Stickstoffs im Hundekuchen 
ist also eine auBerordentlich schlechte. 

Der Kalkgehalt der Nahrung ist ein sehr hoher; selbst 
das kalkreichste Nahrungsmittel, das wir aufnehmen kénnten, 
die Kuhmilch, steht weit zuriick, denn ihr Kalkgehalt betrigt 
nur 1,6g CaO im Liter. Diese Tatsache und der Umstand, 
daB der Organismus bei Ansatz von EiweiB sicherlich auch 
Salze, also auch CaO gebraucht, wiirden die Erwartung recht- 
fertigen, dafS der Hund Kalk ansetzen oder retinieren wiirde. 
Die Tabelle aber zeigt uns, da8 mehr Kalk ausgeschieden wird, 
als eingenommen ist. In den ersten beiden Tagen werden tiig- 
lich 0,493 g und in der zweiten Periode sogar 1,427 g CaO zu- 
viel ausgeschieden. 

Im Gegensatz dazu stehen die Magnesiabilanzen, die in 
beiden Perioden eine Retention aufweisen. 

Wenn wir aus den angegebenen Analysenzahlen fiir das eigen- 
tiimliche Verhalten der Kalkbilanzen eine Erklirung ausfindig 
machen wollen, so miissen wir die Zahlen untereinander in 
einen gewissen Zusammenhang bringen. In der zweiten Pe- 
riode ist die ,,Negativitaét’‘ der CaO-Bilanz noch gréBer geworden 
als vorher, und daran ist besonders der Kot beteiligt. Eine 
einfache Uberlegung fiihrt zu der Frage: Welche von den unter- 
suchten Bestandteilen des Kotes haben gleichfalls eine Ver- 
mehrung erfahren? Die Menge des frischen Kotes ist es nicht. 
Vielleicht hat die Trockensubstanz zugenommen. Es ist dies 
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bei der regelmaBigen Entleerung der Faeces nicht anzunehmen, 
aber mit Sicherheit kann ich dariiber keinen Aufschlu8 geben, 
da die Analysen immer im frischen Kot vorgenommen und 
Trockenbestimmungen deshalb nicht gemacht wurden. Wir 
sehen auch, da8 der Stickstoffgehalt des Kotes absolut wie 
auch relativ zugenommen hat. Die Differenzen zwischen der 
ersten und zweiten Periode sind aber denn doch zu geringfiigig, 
um die groBen Verainderungen des Kotkalks und der Bilanz 
zu erklaren. 

Weiter sehen wir,.daB der gréBte Teil des Kalks, was ja 
schon langst bekannt ist, durch den Kot ausgeschieden wird, 
und nur 5,4 und 5,6°/, verlassen den Kérper durch den Urin. 

Auch bei der Magnesia sind die durch den Kot aus- 
geschiedenen Mengen gr6Ber als die, welche durch den Harn elimi- 
niert werden. Immerhin sind letztere doch erheblicher und 
betragen in der Periode 1 12,5 und in der Periode 2 sogar 
17,8°/, der ausgeschiedenen Gesamtmenge. Dabei fallt noch 
besonders auf, da8 wahrend die durch den Urin eliminierte 
Kalkmenge in der zweiten Periode kleiner ist als in der ersten, 
bei der Magnesia gerade das Umgekehrte eingetreten ist. 

Schon aus diesem kurzen Versuch ersehen wir, daB trotz 
der sehr kalkreichen Nahrung die Kalkbilanz negativ ist und 
sogar den Wert von 3,84g CaO in 4 Tagen erreicht. Wenn 
man nicht annehmen will, da8 aus irgendeinem Grunde plotzlich 
Kalk, der irgendwie aus der Vorperiode im Darm liegen ge- 
blieben ist — bei der gleichen Nahrung und der guten Ab- 
grenzung des Kotes eine sehr unwahrscheinliche Annahme — nun- 
mehr ausgeschieden wird, so mu8 man schon zugeben, daB diese 
groBe Kalkmenge aus den Organen des Hundes stammt. 3,84 g 
CaO ist viel mehr als die Gesamtmenge des Kalks in allen 
Organen zusammen mit Ausnahme der Knochen. Es ist also 
nur logisch, wenn ich behaupte, da8 mindestens 3,0 g CaO vom 
Skelettsystem abgegeben worden sind. Der fertige Knochen 
enthalt aber ungefahr 16°/, Kalk, mithin hatte das Tier nach 
dieser Berechnung ungefaihr 19 g Knochensubstanz in 4 Tagen 
eingebiiBt. Nach meinen Untersuchungen betrigt der Ca0O- 
Gehalt eines Hundes am Ende der Lactationsperiode etwas 
weniger als 2°/,. Nehmen wir fiir den erwachsenen Hund so- 
gar einen Kalkgehalt von 2°/, an, so wiirde der 7 kg schwere 
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Hund im ganzen 140 g CaO besitzen. Mindestens 98°/, davon 
entfallen auf das Skelettsystem, und nur 2°/, = 2,8 g auf die 
iibrigen Organe des Kérpers. Albu und Neuberg (I. c.) geben 
sogar an, daB 99°/, des Gesamtkalkgehaltes dem Skelettsystem 
und nur 1°/, den iibrigen Organen zukomme. 


| 


\|Nr. d. Periode 


7 


Diese Verhaltnisse schienen so eigenartig zu sein, daB ich 
an einem Hund von ungefahr gleichem Ké6rpergewicht einen 
weiteren Versuch anstellte, der unter denselben auBeren Be- 
dingungen verlaufen sollte und vom 23. VII. bis zum 26. VIII., 
also 35 Tage wahrte. Die Ergebnisse lassen sich aus der Uber- 4 
sichtstabelle II entnehmen. 

Der Versuch scheidet sich in zwei Teile, da das Versuchs- 
tier bis zum 18. VIII. nur 200 g Hundekuchen erhielt, spater 
aber eine Fettzulage bekam, fiir die allerdings die Menge des 
Hundekuchens verringert wurde. 
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Im ersten Teil des Versuches verlor das Tier an K®6rper- 4 
gewicht, das von 6500 g auf 6230 g zuriickging. Trotzdem sehen 
wir, daB es Stickstoff retinierte, und zwar nicht unerheblich, 
nimlich 24,232 g N. Das entspriche aber 151,5 g EiweiB. 

Jedenfalls mu8 das Tier, auch wenn der retinierte Stickstoff 
nicht organisiert worden ist, Fett oder Wasser, oder beides ver- 
loren haben. Der Wasserverlust war aber jedenfalls nicht durch 
eine vermehrte Diurese bedingt, wie sich aus den Tabellen lL 
ergibt. : 18 
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Tabelle II. 
Hund Nr, 2. 





| 
| 
| 
| 


Periode| Ge: | Tagl. Futter u. Zulagen| — Urin Kot 
eriode k - 
des Hunde-| destill. | Fett wahr. der|, 5 lich wahr. der, .. lich 
Tieres | kuchen Wasser, *° Periode |““® Periode “*€ 

2 fh ccm | g ccm ccm g | g 


Datum 


Nr. der | 
|| Periode | 


1000 


23.— 24. VII. 
25.—26. VII. 
27.— 28. VII. 
29.—31. VII. 
1.—3. VIII. 
4,—5. VIII. 
6.—8. VIII. 
9.—10. VIII. 
12.— 14. VIII. 
17.—19. VIII. 
20,.—22. VITI. 
23.—26. VIII. 


! 





550 | 275 235 «| «:117,5 
760 380 325 | 162,5 10 
450 225 430 | 215 ll 
735 |245 | 445 | 1483 12 
780 | 260 425 | 141,7 

585 | 2925] 430 | 215 

675 | 225 450 | 150 

7165 | 255 480 | 160 

665 | 221.7} 400 | 133,3 

230 485 | 161,7 

208,3| 395 | 131,7 

710 |177,5| 595 | 149 
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Tabelle II (Fortsetzung). 
3 pune 2 1} Ausscheidung — _______| Einnahmen Bilanz 
‘te Tet { . | 
é & Bp Urin pa Kot ne reget pegs. i.d.Pe- tiglich i. d. Pe- taglich 
: [eq ji.d.Pe-|,.. ». ) |id.Pe-|,.. 5. ‘ im | im | riode | iode | 
31] riode *#8lich) igde ex riode “#8lich’ Grin Kot | °° ee | 
N-Stoffwechsel. 
1] 2] 7,584] 3,792 | 3,076 | 1,538 | 10,660! 5,330 | 71,1 | 28,9 |14,644! 7,322 | + 3,984 |+ 1,992 
2} 210,618) 5,309 | 3,981 | 1,990 | 14,599! 7,299 | 72,7 | 27,3 |14,644| 7,322 | + 0,045 i+ 0,023 
3]2] 7,029) 3,515 | 4,816 | 2,408 11,845, 5,923 | 59,3 | 40,7 |14,644| 7,322 | + 2,739 + 1,399 
4] 3 113,324! 4,441 | 4,461 | 1,487 | 17,785! 5,928 | 74,9 | 25,1 |21,966) 7,322 | + 4,181 |+ 1,394 
513 12,510! 4,170 | 4,572 | 1,524 | 17,082) 5,694 | 73,2 | 26,8 |21,966) 7,322 | + 4,884 + 1,628 
6} 2 9,774 | 4,887 | 5,237 2,619 | 15,011| 7,506 | 65,1 | 34,9 14,644) 7,322 | — 0,367 — 0,184 
7| 3 112,967) 4,322 | 5,355 | 1,785 18,322, 6,107 | 70,8 | 29,2 }21,966 7,322 | + 3,644 + 1,215 
8} 3 113,938) 4,646 | 6,000 | 2,000 | 19,938) 6,646 69,9 | 30,1 | 21,966 7,322 | + 2,028 + 0,676 
9} 3 | 14,062) 4,687 4,872 | 1,624 | 18,934| 6,311 | 74,3 | 25,7 |21,966 7,322 | + 3,032 + 1,011 
10] 3 }14,307 4,769 5,432 | 1,811 | 19,739 6,580 | 72,5 | 27,5 |19,769 6,590 | + 0,030 + 0,010 
11] 3 | 14,587) 4,862 | 5,143 1,714 | 19,730) 6,576 | 73,9 | 26,1 119,769 6,590 | + 0,039 + 0,014 
12| 4 |17,186 4,297 | 6,914 | 1,728 |24,100| 6,025 | 79,6 | 20,4 |26,359 6,590 | + 2,259 |+ 0,565 
Ca-O -Stoffwechsel. 
1] 2] 0,060; 0,030 3,175 1,587 | 3,235) 1,617 | 1,9 98,1] 3,168, 1,584 | — 0,067 — 0,033 
2}2] 0,086 0,043 4,147 2,074 4,233 2,117 2,0 98,0] 3,168 1,584 | — 1,065 — 0,533 
3} 2] 0,100; 0,050 4,007 | 2,003 | 4,107) 2,053 2,5 97,5} 3,168) 1,584 |— 0,939 — 0,469 
413 0,240 0,080 4,299 1,433 4,539) 1,513 5,6 94,4) 4,752, 1,584 |+ 0,213 + 0,071 
5] 3] 0,143) 0,048 4,472 1,491 4,615) 1,539 | 3,2 96,8] 4,752 1,584 | + 0,137 + 0,045 
6] 2] 0,161; 0,081 4,227 | 2,113 | 4,388) 2,194 | 3,8 96,2] 3,168 1,584 | — 1,220 —0,610 
713] 0,178, 0,059 | 4,776 1,592 | 4,954 1,651 | 3,7 96,3 | 4,752, 1,584 | — 0,202 \— 0,067 
813] 0,099 0,033 | 6,333 | 2,111 | 6,432) 2,144 1,6 98,4] 4,752 1,584 | — 1,680 |— 0,560 
9]| 3] 0,227 0,076 | 4,444 | 1,481 | 4,671) 1,557 | 5,1 94,9] 4,752 1,584 | + 0,081 |+ 0,027 
10} 3] 0,136, 0,045 5,744 | 1,915 | 5,880 | 1,960 | 2,4 97,6} 4,277 1,426 | — 1,603 i— 0,534 
11] 3] 0,070 0,023 | 6,101 | 2,034 | 6,171) 2,057 | 1,1 98,9] 4,277 1,426 | — 1,894 |— 0,631 
12] 4] 0,043 0,011 | 8,202 | 2,051 | 8,245) 2,062 | 0,5 | 99,5 | 5,702 1,426 | — 2,543 \— 0,636 
MgO -Stoffwechsel. 
1] 2] 0,158] 0,079 | 1,449 | 0,725 | 1,607| 0,804 | 9,8 | 90,2] 1,486) 0,743 | —0,121 |— 0,061 
2} 2] 0,209) 0,105 1,484 0,742 | 1,693 | 0,847 12,3 87,7} 1,486, 0,743 | — 0,207 |— 0,104 
3} 2} 0,193) 0,096 1,7 0,853 | 1,899 0,949 10,2 89,8] 1,486 0,743 | —0,413 I~ 0,206 
4/3] 0,346/ 0,115 | 1,706 | 0,569 | 2,052) 0,684 16,9 83,1 | 2,230) 0,743 | + 0,178 + 0,059 
613}; — | — — |/—j/]-— — —_j— —_ij—_ —_ }j— 
6] 2] 0,271 0,136 1,247 0,623 | 1,518! 0,759 | 17,9 82,1] 1,486. 0,743 | — 0,032 |— 0,016 
713] 0,309, 0,103 | 1,680 | 0,560 | 1,989 0,663 | 15,5 | 84,5 | 2,230) 0,743 | + 0,241 |+ 0,080 
813] 0,278 0,093 | 2,288 | 0,763 2,566, 0,856 | 10,8 | 89,2 | 2,230, 0,743 | — 0,336 |— 0,113 
913] 0,411 0,137 1,573 | 0,524 | 1,984 0,661 | 20,7 | 79,3 | 2,230 0,743 | + 0,246 + 0,082 
10} 3] 0,348) 0,116 1,843 0,614 | 2,191) 0,730 | 15,9 | 84,1 | 2,007! 0,669 | —- 0,184 \— 0,061 
11] 3] 0,035 0,012 | 1,471 0,490 1,506 0,502 , 2,3 97,7 2,007 | 0,669 | + 0,501 |+ 0,163 
12} 4] 0,048 0,012 | 2,454 | 0,614 2,502 0,626 1,9 98,1 | 2,676) 0,669 | + 0,174 |4+ 0,047 


Besonders interessant ist der Vergleich des N-Stoffwechsels 
mit dem des Kalks: Wahrend der Zeit vom 23. VII. bis 14. VIII. 
hat das Tier némlich 4,642 g CaO verloren. Nach unserer frii- 
heren Rechnung wiirde das 6,5 kg schwere Tier bei einem Kalk- 
gehalt von 2°/, im ganzen nur 130 g CaO besessen haben. Da 
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die Weichteile nur 1 bis 2°/, des Gesamtkalkgehaltes fiir sich 
in Anspruch nehmen, so muf auch hier eine Einschmelzung des 
Knochengewebes stattgefunden haben, ja es ist sogar angingig, 
den Gesamtverlust auf das Skelettsystem zu beziehen, da wir 
aus den Untersuchungen von Aron’) wissen, daB die Weich- 
teile den Kalk nur sehr schwer abgeben. Wahrend der ersten 
23 Tage hat also das Tier ungefahr 3,5°/, des Gesamtkalkgehalts 
seines Knochensystems hergeben miissen. 

Die Frage nach dem Grunde dieses Kalkverlustes kann bis 
zu einem gewissen Grade durch einen Vergleich der einzelnen 
Zahlen der Tabelle beantwortet werden: Es ist gar kein Zweifel, 
daf die GréBe der Stickstoffretention in den einzelnen Perioden 
des Versuches einen Einflu8 auf die Kalkbilanz erkennen laBt. 
Wird die Retention des Stickstoffs naimlich eine groBe, so ver- 
mindert sich der Kalkverlust. Da8 dabei aber zwischen Stick- 
stoff und Kalk kein umgekehrt proportionales Verhaltnis herrscht, 
versteht sich eigentlich von selbst; immerhin ist es doch ganz 
deutlich, daB in den Perioden mit hohem Stickstoffansatz die 
Kalkverluste geringer werden und die Kalkbilanz sogar positiv 
werden kann. Das einzige Mal, wo die N-Bilanz negativ ist, 
zeigt auch die Kalkbilanz den gréBten negativen Wert. In der 
dritten Periode findet sich gleichfalls eine ziemlich starke Stick- 
stoffretention, aber trotzdessen ist der Kalkverlust erheblich. 
Vergleichen wir allerdings die Zahlen mit denen der Periode 
Nr. 2, so ergibt sich auch hier eine Besserung der Kalkbilanz 
(s. auch die N-Menge im Kot). Nach meinem Dafiirhalten ist 
also aus diesen Zahlen ein deutlicher Einflu8 der Stickstoff- 
retention auf die Kalkbilanz zu konstatieren. Es scheint, als 
brauche der retinierte Stickstoff Kalk, vielleicht zu seiner Or- 
ganisation. 

Ebenso sicher ist es aber auch, da8 neben dieser Abhangig- 
keit von der Stickstoffbilanz noch ein anderer Faktor die Kalk- 
bilanz beeinfluBt, da es sonst unmdglich wire, daB iiberhaupt 
Kalkverluste eintreten, die bei ungefaihrem Stickstoffgleichgewicht 
iiber 0,5g taglich betragen. 

Besser als in dem vorigen Versuch sehen wir bei diesem 
zweiten, daB in Perioden starken Kalkverlustes die Stickstoff- 


1) H. Aron, diese Zeitschr. 12, 28, 1908. 
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zahlen im Kot verhaltnismaBig groBe sind, so daB eine Abhangig- 
keit von der GréBe des Kotstickstofis nicht ganz ausgeschlossen 
erscheint. Da8 es sich aber nicht etwa um eine mangelhafte 
Resorption von Nahrungskalk handelt, la8t sich aus der Héhe 
der Kotkalkzahlen ohne weiteres entnehmen. Es ist natiirlich 
auch leicht méglich, da8 nicht der Kotstickstoff diesen Einflu8 
ausiibt, sondern irgend eine andere Substanz im Kot, die mit 
der Stickstoffmenge einigermafen parallel geht. Ich glaube, 
daB es vorderhand am besten ist zu sagen, daB irgend eine aus 
der Nahrung stammende Schadigung auf den Kalkstoffwechsel 
im ungiinstigen Sinne einwirke. Wenn es auch nicht méglich 
ist, diese beiden Faktoren, welche den Kalkstoffwechsel beein- 
flussen, zahlenmaéBig zum Ausdruck zu bringen, so ergibt sich 
doch aus diesen Versuchen, daB tatsachlich die Kalkbilanz von 
zwei Komponenten abhangig ist. Bei negativer Stickstoffbilanz 
addieren sich diese und schiadigen den Kalkstoffwechsel, bei posi- 
tiver Stickstoffbilanz wird die ,,Nahrungsschadigung zum Teil 
oder gianzlich iibertént. 

In dem zweiten Teil des Versuches, der 2 Tage nach Be- 
endigung des ersten fortgesetzt wird, ohne daB der Hund den 
Kafig verlassen oder eine andere Nahrung bekommen hitte, 
werden dem Tiere 180 g Hundekuchen, 500 ccm Wasser und 90 
bzw. 30g Schweinefett gereicht. 

Wir sehen in diesen Perioden das Kérpergewicht innerhalb 
10 Tagen um 250 g steigen. Die Diurese bleibt im wesentlichen 
unverandert, die Menge des frischen Kotes schwankt in den 
gewohnlichen Grenzen. Die Stickstoffbilanz bleibt positiv, ob- 
wohl etwas weniger Stickstoff im Futter gereicht wird, und 
steigt von 0,010g auf 0,565 g taglich. In der ersten Fettperiode 
wird ungefaihr ebenso viel Stickstoff angesetzt wie in der Periode 
Nr. 2, und demgem&8 ist die Kalkbilanz dieselbe. Aber schon 
in der zweiten Fettperiode wird die Kalkbilanz starker negativ, 
und in der dritten Periode erreicht die Kalkbilanz negative 
Werte, die gréBer sind als selbst bei gleichzeitigem Stick- 
stoffverlust. Dies kann aber nur einem Einflu8 zu danken 
sein, der gleichzeitig die Stickstoffbilanz bessert. Mit Notwendig- 
keit werden wir auf das Fett der Nahrung gewiesen, das wir 
als Ursache annehmen kénnen. Dabei ist es auffallend, dab 
die durch den Urin ausgeschiedene Kalkmenge immer kleiner 
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wird und schlieBlich den kleinsten, in diesem Versuch beob- 
achteten Wert erreicht, wahrend die Kotwerte dementsprechend 
steigen, so daB in der letzten Periode 95,5°/, der gesamten Kalk- 
menge durch die Faeces ausgeschieden werden. 

Es hat also ganz den Anschein, als ob das Fett zwar den 
Ansatz des Stickstoffs begiinstigt, die Kalkbilanz aber im negativen 
Sinne beeinfluBt, und zwar dadurch, da8 besonders die Kalk- 
ausscheidung im Kot erhéht wird; dieser ungiinstige EinfluB 
des Fettes ist so stark, daB er sogar die Wirkung der Stick- 
stoffretention iiberwiegt. Eine Erklirung dieser merkwiirdigen 
Tatsachen soll spaéter versucht werden. 

Von dem Magnesiastoffwechsel kann man sich in diesen 
Versuchen kein klares Bild machen. Bald hat man den Ein- 
druck, daB er sich dem Kalkstoffwechsel anschlieBe, bald wieder 
dem des Stickstoffs. Das stimmt auch mit den schwankenden 
Angaben in der Literatur iiberein. Wahrend beispielsweise 
Birk (l. c.) beim magendarmkranken Saugling zeigen konnte, 
da8B sich die Magnesia wie der Kalk verhalte, kommen wieder 
andere, wie Gottstein'), durch Versuche am Tier zu der 
Uberzeugung, da8 die Magnesia mit dem Stickstoff parallel geht. 
Auffallend ist die Tatsache, daB in den Fettperioden sich auch 
die durch den Urin ausgeschiedene Menge der Magnesia ver- 
ringert; denn wahrend sonst im Durchschnitt etwa 10 bis 20°/, 
der Magnesia durch den Urin eliminiert werden, ist der Anteil 
der Urinmagnesia in der dritten Fettperiode nur noch 1,9°/, 
der Gesamtmenge. 

In einem dritten Versuch (Tab. III) war beabsichtigt, die 
Futtermengen zu veraindern und unter diesen Umstanden die 
einzelnen Ausscheidungen zu untersuchen. Gleichzeitig wurde 
in diesem Versuch auch die Phosphorsdurebilanz aufgestellt. 

Es werden dem Hunde zunichst nur 100 g Hundekuchen 
und 300ccm destilliertes Wasser gereicht. Diese Nahrung ist 
eine ungeniigende, und demgemaB zerfallt stickstoffhaltige Kérper- 
substanz; die N-Bilanz ist mit — 2,120g pro Tag stark negativ. 
Das Kérpergewicht nimmt in dieser Periode um 150g ab, der 
Stickstoffverlust von 8,497g wiirde 51g Muskelsubstanz ent- 
sprechen. Auch die Phosphorsiure-, Kalk- und Magnesiabilanz 


1) E. Gottstein, Inaug.-Diss., Breslau 1901. 
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Tabelle III. 
Hund Nr. 3. 











Tagl. Futter u. Zulagen}| —Urin Kot 


Hunde-’ destill. wahr. der... ,. , |wahr. der! 
kuchen Wasser | Fett Periode taglich Periode a 


g@ cm, g | ccm (| com] g ee os 
100 | 300 | 1155 2888] 220 655 
150 1130 226 410 82 


— 90 
| gl 
| 76 
121 
93,5 
| 120,8 
114,8 
lll 
110 
101 
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Periode 








150 
150 
175 
175 
200 
200 
200 
200 
200 
200 


640 
1075 
850 
905 
25 
770 
740 
755 
725 
910 


213,3 
215 
170 
181 
154,2 
154 
148 
151 
145 
182 


270 
455 
380 
605 
561 
624 
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19,255| 4,814 


24,595 4,919 | | 


15,222 2| 5,074 
23,750, 4,750 | 


630 
1 
1 


896 
20 
71 


0,974 
1,326 
373 |19,342| 6,447 | 72,9 


9 
3 
3 
,434 30,921 | 6,184 | 80,0 | 


| 
| — 
} 34 


23,151) 5,788 | 83,2 16,8 
31,225) 6,245 73,1 | | 26,9 


27, 1 
| 20,0 


14,672) 3,668 
27,510 | 5,502 
16,506 5,502 
27,510, 5,502 


— 8,479 |— 2,120 
— 3,715 |— 0,743 


-2,836 | - 0,945 
— 3,411 |— 0,682 


1 

1 
25,200, 5,040 1 
24,864 4,973 | 9,262) 1,852 
27,888 4,648 | 9,153) 1,525 
24,780 4,956 | 10,474! 2,095 
26,488 sane | 8,692) 1,738 
26,488 | 5,298 | 8,547) 1,709 
23,408 4,682 7,888 1,578 
25,795 5,159 | 6,378 | 1,276 


923 1,385 32,123, 6,425 | 80,0 | 


34.126| 6,825 | 62,7 
37,041, 6,173 | 67.2 
35,254| 7.051 | 57.7 
35,180 7,086 | 67,2. 
35,035, 7,007 | 67.7 
31,296 6,260 | 66,3 
32,173! 6,435 | 75,3 


P.O, -Stoffwechsel. 


1,325 | 9,936| 2,484 | 46,6 | 53,4 
1,937 |15,688| 3,137 38,3 | 61,7 
2.104 | 10,040, 3,347 | 37,1 | 62,9 
2,262 | 17,372! 3,474 | 34.9 | 65,1 
2,038 | 16,287) 3,257 | | 37.4 | 62,6 
2,002 | 19,034 3,807 | 34,3 | 65,7 
2,251 |21,003| 3,501 | 35,7 | 64,3 
2,467 18,834, 3,767 34,5 65,5 
6,368 | 1,074 | 14,539 2,908 | 19,907 3,982 | 27,0 73,0 
5,280) 1,056 |14,075| 2.815 |19.355| 3.871 | 27.3 | 72.7 
5,082, 1,016 |10,950 2,190 16,032 3,206 31,7 68,3 


5,425 | 1,085 | 10,100 2,020 | 15,525 3,105 34,9 65,1 


20,0 
37,3 
32,8 
42,3 
32,8 
32,3 
33,7 
24,7 


32,095, 6,419 
32,095) 6,419 
44,016) 7,336 
33,740! 6,748 
33,740) 6,748 
33,740, 6,748 
33,740 6,748 
33,740| 6,748 


0,028 |— 0,006 
- 2,031 — 0,406 
+6,975 + 1,163 
1,514 |— 0,303 
— 1,440 — 0,288 
~ 1,295 |— 0,259 
4+ 2,444 + 0,488 
+ 1,567 + 0,313 
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1,159 | 5,302 
1,200 | 9,686 
1,243 | 6,311 
1,212 | 11,312 
1,219 | 10,191 

1305 | 12/511 
1,250 | 13,503 
6,500| 1,300 |12,334 


4 |— 0,293 
+0, 149 
'— 0,061 
— 0,188 
+ 2,880 |+ 0,576 
+ 0,133 |+ 0,027 
+ 5,283 + 0,880 
+ 1,137 + 0,227 
+ 0,064 |+ 0,012 
+ 0,616 + 0,123 
+ 3,939 + 0,788 
+ 4,446 |+ 0,889 
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19,971, 3,994 
19,971 3,994 
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Tabelle III (Fortsetzung). 
3 sss Asscheidung : | Einnahmen ~ ‘Bilang 
£ — a ——_——__— 
é & faarog Urin = Kot ete aba Verteilung i. 4-Po-lis stich i. d.Pe- a 
: .d.Pe- ,. 9.) id.Pe- 1.) /i-d.Pe-\...).)| im | im iod : 
2 riode *A8lich) riode taelich) Fiode tiglich Urin , Kot |" _ 
Z g 8 g . . g_i */e | “> |g | £ a g 
CaO - Stoffwechsel. 
1] 4] 0,067; 0,017 | 4,472! 1,118 | 4,539) 1,135 | 1,5 | 98,5] 4,111) 1,028 | — 0,428 '— 0,107 
2/5] 0,081/ 0,016 7,334 1,467 | 7,415| 1,483 1,1 98,9] 7,709 1,542 |+ 0,294 + 0,059 
313] 0,047) 0,016 | 4,408) 1,469 | 4,455 1,485 1,1 98,9] 4,625 1,542 |+ 0,170 + 0,057 
4/5] 0,068) 0,014 8,009, 1,602 | 8,077; 1,616 | 0,9 99,1] 7,709 1,542 | — 0,368 — 0,074 
515] 0,072! 0,014 7,191 | 1,438 | 7,263) 1,452 1,0 99,0 | 8,993, 1,799 | + 1,730 + 0,347 
6] 5] 0,060 0,012 10,288) 2,058 | 10,348| 2,070 | 0,6 99,4] 8,993) 1,799 | — 1,355 |— 0,271 
716] 0,061 0,010 9,658) 1,610 | 9,719 1,620 | 0,6 99,4 |12,334) 2,056 | + 2,615 + 0,436 
8151] 0,048 0,010 11,025 2,205 |11,073' 2,215 0,5 99,5 11,995 2,399 | + 0,922 + 0,184 
915] 0,048 0,010 12,532 2,506 12,580 | 2,516 | 0,4 99,6 111,995! 2,399 | — 0,585 — 0,117 
0} 5] 0,034 0,007 12,804 2,561 12,838) 2,568 0,3 99,7 ]11,995! 2,399 | — 0,843 — 0,169 
11] 5] 0,029 0,006 11,760 2,352 11,789) 2,358 | 0,3 | 99,7 |11,995| 2,399 | + 0,206 + 0,041 
12] 5] 0,046 0,009 | 10,760) 2,152 |10,806| 2,161 | 0,4 | 99,6 |11,995| 2,399 | + 1,189 + 0,238 
MgO -Stoffwechsel. 
1] 4] 0,321| 0,080 | 1,370| 0,343 | 1,691 | 0,423 | 18,9 | 81,1 | 1,495) 0,374 | — 0,196 |— 0,049 
2151] 0,056) 0,011 | 2,204 0,441 | 2,260 0,452 2,4 97,6] 2,804) 0,561 | + 0,544 + 0,109 
3} 3] 0,037, 0,012 | 1,443 0,481 1,480 0,493 | 2,4 | 97,6 | 1,682) 0,561 | + 0,202 + 0,068 
4} 5] 0,117) 0,023 | 2,588 0,518 2,706 0,541 | 4,3 | 95,7 | 2,804) 0,561 | + 0,098 |+ 0,020 
515] 0,050 0,010 | 2,451 0,490 | 2,501 0,500 | 2,0 | 98,0} 3,271) 0,654 | + 0,770 + 0,154 
6} 5} 0,080 0,016 | 3,521 0,704 3,601 0,720 | 2,2 | 97,8] 3,27 1) 0,654 | — 0,330 — 0,066 
7161] 0,050 0,008 | 3,238| 0,540 3,288, 0,548 1,5 | 98,5] 4,486) 0,748 | + 1,198 + 0,200 
815! 0,038, 0,008 | 3,926! 0,785 3,964 0,793 1,0 | 99,0 4,158 | 0,832 | + 0,194 + 0,039 
9151] 0,026! 0,005 | 3,869| 0,774 3,895 0,779 0,6 99,4 4,158 0,832 | + 0,263 + 0.053 
0151] 0,052! 0,010 4,038 0,808 4,090 0,818 1,2 98,8] 4,158) 0,832 | + 0,068 + 0,014 
11] 5} 0,124 0,025 | 3,479 0,696 3,603 0,721 | 3,5 | 96,5 4,158 0,832 | + 0,555 |+ 0,111 
12} 5] 0,309, 0,062 | 3,522| 0,704 3,831 0,766 8,1 | 91,9] 4,158) 0,832 | + 0,327 + 0,066 


sind negativ, trotz der sehr erheblichen Einnahme an diesen 
Substanzen, die eigentlich geniigen miiBte, Gleichgewicht her- 
zustellen. In der nachsten Periode werden 150g Hundekuchen 
verfiittert; die Stickstoffbilanz bleibt immer noch negativ, be- 
trigt aber nur noch ein Drittel der ersten Periode. Man miiBte 
jetzt erwarten, daB in der Kalkbilanz ein starkes Plus auftreten 
wiirde, daB wenigstens die in dieser Periode mehr eingefiihrte 
Menge von 0,5g CaO zum Ansatz kommt. Die Bilanz wird 
in der Tat positiv, aber doch nur in sehr geringem Grade. 
Die Verhiltnisse im Magnesiastoffwechsel sind bessere; hier 
gelangt nahezu ein Fiinftel der eingefiihrten Menge zum Ansatz. 
Die Phosphorséurebilanz miiBte in dieser Periode eigentlich 
negativ sein, wenn sie nur mit dem Stickstoff parallel gehen 


wiirde. Sie ist aber positiv, und man gewinnt schon dadurch 
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den sicheren Eindruck, da8 ihre Bilanz auch vom Kalk und 
der Magnesia abhingig ist. Jedenfalls ist es zweifellos, daB 
die phosphorsaure Magnesia und der phosphorsaure Kalk der 
Nahrung resorbiert werden kénnen, denn sonst wire eine positive 
Bilanz nicht méglich. 

Wenn die einzelnen Werte nach der friiheren Analyse des 
Hundekuchens rechnerisch miteinander verglichen werden, so 
ergibt sich folgendes: Mit dem Stickstoffverlust von 0,743 ¢ 
werden, da im Fleisch des Hundekuchens das Verhiltnis N: P,O, 
wie 7,5:1 ist, 0,099g P,O, zu Verlust gehen. 

Den angesetzten 0,059 g CaO entsprechen . . 0,050g P,O, 


und den 0,109g MgO entsprechen. . . . . 0,110g P,O, 

zusammen 0,160g P,O, 
Durch den N-Verlust bedingt . . . . . —0,099g P.O, 
Mithin hatten angesetzt werden miissen . . -+-0,061g P,O; 


Die gefundenen Werte stimmen mit den berechneten nicht 
so iiberein, wie es theoretisch denkbar ware. Immerhin ist die 
Abhangigkeit vom Stickstoff einerseits und der MgO- und CaO- 
Bilanz andererseits nicht zu verkennen. 

Auch in der dritten Periode liegen die Verhaltnisse ahnlich. 
Die Stickstoffbilanz ist etwas stirker negativ als in der Periode 
Nr. 2, die Kalk- und Magnesiabilanz dagegen positiv, letztere 
aber schwacher als in der vorhergehenden Periode; die Folge 
ist eine leicht negative P,O,-Bilanz. 

Von einer stark in die Augen fallenden Abhangigkeit des 
Kalks von der Stickstoffbilanz einerseits und einem zweiten 
Faktor, der in der Nahrung begriindet ist und einen schadigenden 
Einflu8 auf die Kalkbilanz ausiibt, sind in diesem Versuch dem- 
nach nur Andeutungen vorhanden, wie es auch aus den Zahlen 
der iibrigen Perioden dieses Versuches zu entnehmen ist. 

Das findet in einem Vergleich der Kalkmengen mit denen 
des Stickstofis in der Nahrung seine Erklirung. Die Mengen 
des Kalks sind in dieser Versuchsreihe so enorm grok — sie 
verhalten sich zum Stickstoff wie 1:3 —, daB eben dieser scha- 
digende ,,Nahrungsfaktor“ nicht zum Vorschein kommen kann, 
da die Kalkmenge eigentlich den weitgehendsten Forderungen 
genigt. 

Durch dieses Moment ist es bedingt, daB die Aufgabe, den 
Einfiu8 der Nahrungsmengen auf den Kalk-, Magnesia- und 
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Phosphorsaurestoffwechsel einer Untersuchung zu unterziehen, 
durch diesen Versuch keine endgiiltige Lésung erfuhr. 

In weiteren Mitteilungen werde ich zusammen mit Herrn 
cand. med. E. Petzsch iiber weitere Versuche berichten, die die 
Frage nach der Abhangigkeit des anorganischen Stoffwechsels 
von den organischen Nahrungskomponenten besser beantworten 
werden. 

Aus den bisher veréffentlichten Versuchen lassen sich dem- 
nach zunichst nur folgende Schliisse ziehen: 

1. Selbst bei Verabreichung einer sehr kalkreichen Nahrung, 
wie es der Hundekuchen ist, ist es bei Hunden nicht immer 
mdglich, bei gleichzeitigem Stickstoffgleichgewicht oder -ansatz 
auch Gleichgewicht oder Ansatz des Kalks zu erzielen. 

2. Wenn das Verhiltnis des Kalks zum Stickstoff im Hunde- 
kuchen 1:4,5 betrigt, wie es bei den ersten beiden Versuchen 
der Fall ist, so zeigt sich mit Deutlichkeit die Tatsache, dab 
der Kalkstoffwechsel teilweise vom Stickstoff beeinfluBt wird, 
zum grdBeren Teile aber durch einen anderen Faktor eine 
Schadigung in dem Sinne erleidet, daB nicht unbetrachtliche 
Kalkmengen dem Organismus entzogen werden. Diese Schaidigung 
wird — um nichts vorwegzunehmen — durch die Menge und 
Art der Nahrung herbeigefiihrt. 

3. Erst wenn das Verhaltnis Kalk zu Stickstoff im Hunde- 
kuchen 1:3 betragt, ist diese ,,Nahrungsschadigung“ nicht mehr 
zu beobachten. (S. Versuch Nr. 3.) 

4. Der Magnesia- und Phosphorsaurestoffwechsel zeigt sich 
in den Versuchen nicht scharf charakterisiert. 
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Uber den Nucleasegehalt verschiedener Organe 
des Menschen und der Tiere. 
Von 
A. J. Juschtschenko. 


(Aus dem Laboratorium fiir biologische Chemie des Kaiserlichen Instituts 
fiir experimentelle Medizin zu St. Petersburg.) 


(Eingegangen am 12, Februar 1911.) 


Den Nucleasegehalt bestimmen die meisten Forscher [Steu- 
del’), Schmiedeberg*)*), Schittenhelm*)*), Schmidt‘), 
Jones’)*), Austrian’), Battelli und Stern’), Frank"), 








1) Steudel, Nucleine, Nucleinsiure und ihre Spaltprodukte. Bio- 
chem. Centralbl. 1907. 

2) Schmiedeberg, Uber die Nucleinséiure aus Lachsmilch. Arch. 
f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 43. 

3) Schmiedeberg, Beitrige zur Kenntnis der tierischen Nuclein- 
siure. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 51. 

4) A. Schittenhelm, Uber die Harnséurebildung und die Harn- 
siurezersetzung in den Ausziigen der Rinderorgane. Zeitschr. f. phys. 
Chem. 1905. 

5) A. Schittenhelm, Uber die Fermente des Nucleinstoffwechsels, 
Zeitschr. f. phys. Chem. 1990S. 

6) Schittenhelm und Schmidt, Ablauf des Nucleinstoffwechsels 
in menschlischen Organen. Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 1907. 

7) Jones, Uber das Vorkommen der Guanate in der Rindermilz 
und ihr Fehlen in der Milz der Schweine. Zeitschr. f. phys. Chem. 1905, 

8) Jones und Austrian, Uber die Verteilung der Fermente des 
Nucleinstoffwechsels. Zeitschr. f. phys. Chem. 1906. 

%) Jones, Uber die Beziehung der aus wisserigem Organextrakt 
gewonnenen Nucleinfermente zu den physiologischen Vorgingen im 
lebenden Organismus. Zeitschr. f. phys: Chem. 1910. 

10) Battelli und Stern, Untersuchungen iiber die Uricase in den 
Tiergeweben. Diese Zeitschr. 1909. 

11) Frank und Schittenhelm, Uber die Umsetzung verfiitterter 
Nucleinséure beim normalen Menschen, Zeitschr. f. phys. Chem. 1909, 
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78 A. J. Juschtschenko: 








Wiener’), Iwanoff*), Sachs*), Brugsch*)], nach der bei 
der enzymatischen Nucleinsaéurespaltung erhaltenen Purinbasen- 
menge. Araki’), Kikkoji*) und einige andere berechnen 
den Gehalt dieses Ferments aus der bei dieser Spaltung erhaltenen 
Phosphorséuremenge. 

Auf Frau Dr. N. Siebers Vorschlag hin bediente ich 
mich zur Bestimmung des Nucleasegehalts und der Verteilung 
desselben in verschiedenen Organen und Geweben des Menschen 
und der Tiere der zweiten Methode. 

Um einem Vorwurf, da8 es sich bei dieser Spaltung nicht 
nur um Phosphorséure aus der Nucleinsiure handeln kénnte, 
vorzubeugen, bestimmten wir die in der Nucleaselésung vor- 
handene, aus Nucleoalbuminen und Phosphatiden entstandene 
Phosphorséure und fanden, wie es aus unseren Versuchen 
hervorgeht, die Menge derselben so gering, da8 man sie iiber- 
gehen kann. 

Beim Vergleich der beiden Methoden war gegen beide 
gleich viel auszusetzen: die Méglichkeit einer weiteren Oxy- 
dation der Purinbasen einerseits, die Verbindung der Phosphor- 
siure mit organischen K6rpern anderseits. Von den Vorteilen 
der Phosphorséiuremethode war zu erwahnen, daB dieselbe das 
Endprodukt der Nucleinséurespaltung darstellt, wogegen die 
Purinbasen sehr leicht einer weiteren Zersetzung unterliegen 
kénnen. In einer zweiten Mitteilung werden wir iiber den 
Nucleasegehalt verschiedener Organe normaler und thyreodekto- 
mierter Tiere berichten, wobei wir uns ebenfalls der zweiten 
Methode bedienten, d.h. die Nucleasemenge aus der bei der 
Spaltung erhaltenen Phosphorsiuremenge berechneten. Auf den 


1) Schittenhelm und Wiener, Uber das Vorkommen und die 
Bedeutung von Allantoin im menschlichen Urin. Zeitschr. f. phys. 
Chem. 1909. 

2) Iwanoff, Uber die Fermentzersetzung der Thymonucleinsiure 
durch Schimmelpilze. Zeitschr. f. phys. Chem. 39, 1903. 

3) Sachs, Uber die Nuclease. Zeitschr. f. phys. Chem. 46, 1905. 

*) Brugsch und Schittenhelm, Der Nucleinstoffwechsel und 
fseine Stérungen. Jena 1910. 

5) Araki, Uber enzymatische Zersetzung der Nucleinsaure. Zeitschr. 
f. phys. Chem. 38, 1903. 

*) Kikkoji, Ober das Vorkommen von einem Nucleinsaurespaltungs- 
ferment in Cortinellus edotes. Zeitschr. f. phys, Chem. 1907. 
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Nucleasegehalt wurden untersucht: Blut und verschiedene Or- 
gane des Menschen, des Hundes, des Pferdes, der Kuh, des 
Kaninchens, des Huhns und des Sandarts. 

Das Blut wurde in einer Verdiinnung mit Wasser (1:10) 
angewandt. Die frischen Organe wurden fein zerkleinert und 
im Laufe von 48 Stunden mit physiologischer Kochsalzlésung 
(0,85°/,ig) extrahiert. Die Organe des Menschen stammten 
von einem Erhingten, bei dem wéhrend der gerichtlich- 
chemischen Sektion in den Organen nichts Pathologisches ge- 
funden wurde. Diese im luftleeren Raum bei 38° getrockneten 
Organe wurden fein verrieben und im Laufe von ebenfalls 
48 Stunden mit physiologischer Kochsalzlésung extrahiert. 

10 bis 20ccm dieser Extrakte, entsprechend 1 bis 2g 
Organe, wurden in einem sterilen Kolben mit der gleichen 
Menge einer 1°/, igen Nucleinnatriumlésung versetzt. In wenigen 
Fallen muBten die Versuche mit 2 bis 5 ccm Extraktlésung 
angestellt werden, wobei die Berechnungen aber immer 1 g 
Organ (resp. 10 com Extrakt) entsprechen. Die Kontrollversuche 
wurden mit derselben Menge Extrakt versetzt, gekocht und 
nach Erkalten die Nucleinnatriumlésung hinzugetan. 

Die Versuchs- und Kontrollkolben, versehen mit einigen 
Tropfen Chloroform und Toluol, wurden auf 40 bis 42 Stunden 
in einen Thermostat von 37 bis 38° gestellt und éfters ge- 
schiittelt. Es erwies sich, daB eine solche Zeitdauer bei Ver- 
suchen mit Organen erwachsener Hunde, Pferde, Kiihe und 
Fische erforderlich ist, wogegen bei Versuchen mit Organen des 
Menschen, der Hiihner und junger Hiindchen 24 bis 25 Stunden 
vollsténdig geniigen. Gleich nach der Herausnahme aus dem 
Thermostat wurde der Inhalt der Kolben in Schalen ausgegossen, 
in einem Trockenschrank bei 55 bis 65° gut getrocknet und 
der anorganische Phosphor nach Stutzer-Neumann be- 
stimmt. 

In der folgenden Tabelle ist der Gehalt des Gesamt- 
phosphors in 10ccm meiner Extrakte in Milligramm ausgedriickt : 
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| 3 | i= 
| sB8 ee. es 
ISchild-| ..., | Ge- |x: Sbslks 
Organextrakt | Leber "j' ‘im hirn |Niere| Blut $ = Z258 
Dit Se 2% ia jo 
P,0,.... . mg] 6,54! 2,54 | 3,8 4,17 | 2,09 | 0,14 1,01 7,61, 3,55 
| | i 
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380 A. J. Juschtschenko: 


10 ccm der Nucleinnatriumlésung resp. 0,1 ccm Nuclein- 
natrium gaben im Durchschnitt 17,4 bis 18,5 mg P,O,. 

Um uns zu iiberzeugen, ob es sich nicht um anorganischen 
Phosphor aus dem nucleinsauren Natrium resp. aus den Nuclease 
enthaltenden Organen handeln kénne, machten wir folgende 
Versuche: 

In 20 ccm Nucleinnatriumlésung konnten nach 48 Stunden 
langem Stehen im Thermostat bei 38° nach Stutzer-Neu- 
mann nur 0,55 bis 0,6 mg P,O, nachgewiesen werden. 

Dieselben Versuche mit 0,3 g Nucleoproteid gaben absolut 
keinen anorganischen Phosphor. 

Es erwies sich als zweckmaBiger, die Extrakte mit physio- 
logischer Kochsalzlésung und nicht mit Wasser herzustellen. 
Einen kurzen Versuch wollen wir hier darstellen: 





P,0;-Gehalt in 
Leber Schilddriise Zeitdauer 
mg | mg 


10 cem Wasserextrakt 
+- 10 ccm 1 °/,iges Nuclein- 
nies 8s "Fs 2": 15,08 11,91 42 Std. bei 38° 


10cem physiologisches Koch- 
salzextrakt—-10ccm 1°/jig. 
Nucleinnatrium ..... 16,04 13,44 do. 








Wahrend wir uns, wie gesagt, fiir die Phosphorsiure- 
bestimmung entschlossen haben, unternahmen wir zugleich in 
einigen Versuchen die Purinbasenbestimmung und wollen hier 
dieselbe kurz schildern: 

Aus Leber und Niere des am 25. September durch Blut- 
entnahme getoteten normalen Kaninchens wurden mit physiolog. 
Kochsalzlésung im Laufe von 24 Std. Extrakte hergestellt (1:10). 
Zu je 60 ccm dieser Extrakte resp. 6 g Organe wurden am 27. Sep- 
tember 0,6 g nucleinsaures Natrium hinzugetan und die Kolben auf 
24 Stunden in einen Thermostat gestellt. AuBerdem wurden 
Kontrollkolben angesetzt. Nach 24 Stunden wurde der Inhalt 
filtriert und in 10 ccm desselben resp. 1 g Organ und 0,lg 
Nucleinnatrium der anorganische Phosphor nach Stutzer be- 
stimmt: Leber 13,06 mg P,O;, Niere 11,54 mg P,O,. 

Die Kontrollkolben enthielten in der Leber 2,15 mg P,O,, 
in der Niere 2,16 mg P,O,. 











a 
7} 
* 
: 
a 
bie 

















NTS tian 





Nucleasegehalt verschiedener Organe des Menschen und der Tiere. 381 


Durch die in 5g Leber enthaltene Nucleasemenge sind 
also aus 0,5 g Nucleinnatrium 54,5 mg P,O, abgespalten und 
durch dieselbe Menge Niere 47,8 mg P,O, abgespalten worden. 

Zu dem ibrigen, durch Essigsiure von Eiweifstoffen be- 
freiten Filtrat wurde eine wasserige Salzsiurelésung hinzugetan, 
wobei in den Versuchsfiltraten nur eine sehr geringe Triibung 
entstand, in den Kontrollfiltraten dagegen aber ein reichlicher 
flockiger Niederschlag von Nucleinsiéure sich schnell absetzte. 
In beiden Fliissigkeiten wurden die Niederschlaige abfiltriert 
und im Filtrat die Purinbasenbestimmung nach Kriiger und 
Schmidt ausgefiihrt. 

Das Versuchsfiltrat gab folgenden Gehalt an Purinbasen- 
stickstoff: Leber 32,9 mg N, Niere 27,8 mg N. 

Das Kontrollfiltrat: Leber 2,5 mg N, Niere 4 mg N. 

In der folgenden Tabelle ist die Berechnung auf 10 g Organ 
und 1 g Nucleinnatrium gemacht: 








P,0,-Gehalt N-Gehalt der Purine 
Enzymat.| Enzymat. 
Versuch Kontrolle pjfferenz| Versuch Kontrolle pigferenz 
mg mg mg mg mg mg 
Leber 130,6 21,50 109,1 65,8 5,0 | 60,8 
Niere 115,4 19,8 95,6 55,6 8,0 47,6 








Ein zweites Mal wurde die Purinbasenbestimmung in der- 
selben Weise ausgefiihrt, der Kupferniederschlag aber mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt und die Purinbasen mit am- 
moniakalischer Silberlésung gefallt. Dieser vom Silber durch 
Salzsiure befreite Niederschlag gab die den Purinbasen charak- 
teristischen Farbenreaktionen. 

Den Einflu8 von Alkalien auf die Nucleasewirkung haben 
wir in folgender Tabelle dargestellt: 




















| = P,0,-Gehalt 
’ | bei Zusatz von 0,2 g 
P,0,-Gehalt Natriumcarbonat 
10 ccm Leberextrakt -+- 0,1 g 

Nucleinnatrium ...... 15,91 8,87 
10 ccm Schilddriisenextrakt 

+0,1g Nucleinnatrium. . . 13,78 2,79 
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Bei Organextraktion geht im Laufe von 48 Stunden 
die Hauptmenge der Nuclease in die Lésung iiber, und nur ein 
geringer Teil derselben wird im Laufe dieser Zeit nicht ex- 
trahiert. In der folgenden Tabelle ist der Nucleasegehalt in 
den extrahierten und ausgepreBten Organen dargestellt: 





1,2 g Leberrest +- 0,1 g Nucleinnatrium . - 


1,2 g Schilddriisenrest -- 0,1 g Nucleinnatrium. . . 


*/, der Nucleasemenge gehen also in das Extrakt iiber, 
und */, bleibt in den Organen. 

Uber den EinfluB8 der Zeitdauer des Siedens, langeren 
Stehens im Thermostaten und der Erhaltung der Nucleaseaktivitat 
in den Organen nach dem Tode haben wir folgende Be- 
obachtungen gemacht: 

Im Oktober 1909 wurde ein Teil vollstandig frischer 
Pferdeorgane fein verrieben und aus denselben ein Extrakt 
hergestellt. Der zweite Teil, mit Chloroform und Toluol ver- 
sehen, wurde in einem sterilen Glase auf 5 Tage an einen 
kiihlen Ort gestellt. Die Schilddriise dieses Pferdes war nicht 
normal und zeigte leicht wahrnehmbare, kolloidartig entartete 
Distrikte. 

10 ccm des im Laufe von 24 Stunden hergestellten Ex- 
trakts aus dem ersten Teil, versehen mit 0,1 g Nucleinnatrium, 
wurden auf 42 Stunden in einen Thermostat bei 38° gestellt 
und 10 ccm desselben Extrakts mit 0,1 g Nucleinnatrium zur 
Kontrolle gleich in eine Schale ausgegossen und in einem 
Trockenschrank bei 60° gehalten. 

Das aus dem zweiten Teil der Organe nach 5 Tage langem 
Stehen an einem kalten Ort hergestellte Extrakt wurde in der 
bekannten Weise, d.h. mit dem Nucleinnatrium versehen, auf 
42 Stunden in den Thermostat gestellt; gleichfalls wurden 
Kontrollkolben angestellt. 

Die folgende Tabelle (S. 383) gibt iiber diese Versuche einen 
Uberblick. 

Das Aufbewahren der Organe in der Kalte hemmt die 
Nucleaseaktivitét nur sehr wenig, und deshalb bietet dieses in 
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den Organen des Menschen und der Tiere sehr verbreitete 
Ferment ganz besonderes Interesse. In der stromaartig de- 
generierten Schilddriise war der Nucleasegehalt bedeutend ge- 
ringer und entsprach ungefaéhr der Hilfte des normalen Gehalts. 








P,O,-Gehalt in 


Milz Leber 2 P@9- por Schild- Stro- 


hirn kreas driise | ma 


| my m 
Das aus frischen ,,YOT dem 5,68 5,68 5,06| 6,96 3,17 3,68 | 2,16 
Organen gleich her- Thermostat | 


gestellte Extrakt pach dem lio 47 16,23 8,17 15,50 11,92, 11,41 | 6,09 


Das nach 5 Tage ungekocht {12,80 16,01 8,29 15,98 11,38 11,80 6,75 
langem Stehen her- | 


gestellte Extrakt esoie) | 349, 3:37 4,67, 6,75, 4,44) 3,68. 2,08 





In der S. 384 folgenden Tabelle ist der Nucleasegehalt in 
verschiedenen Organen des Menschen und der Tiere, berechnet 
auf 10 ccm Extrakt resp. 1 g Organ und 10 ccm einer 1°/, igen 
Nucleinnatriumlésung resp. 0,1 g Nucleinnatrium dargestellt. 

In der ersten Reihe ist der Phosphorgehalt der Versuche 
in Milligramm, in der zweiten derselbe der Kontrollproben und 
in der dritten die durch die in 1,0 g der Organe enthaltene 
Nuclease hervorgerufene Differenz dargestellt. 


Aus dieser Tabelle geht der Nucleasegehalt des Blutes, 
des Serums und aller Organe deutlich hervor, wobei der Gehalt der- 
selben in folgender absteigender Reihe sich anordnen 1aBt: Leber, 
Niere, Milz, Pankreas und Schilddriise enthalten bedeutende 
Mengen, Gehirn, Nebennieren, Lunge und lymphatische Driisen 
geringere Mengen, Herz, Blut, Muskel und Serum sind nuclease- 
arm. Das Blut der Hunde, Kaninchen und Rinder ist nuclease- 
reicher als das der Menschen. Die Leber der Menschen, 
Pferde, Rinder, Kaninchen und des Sanders ist nucleasereicher 
als die der Hunde. In den meisten Organen junger Hiindchen 
ist der Nucleasegehalt geringer als in denselben bei erwachsenen 
Tieren. Die Organe des Menschen sind im allgemeinen nuclease- 
reich. Von Wichtigkeit ist die Erhaltbarkeit der Nuclease- 
aktivitat im Laufe langerer Zeit nach dem Tode und deshalb 
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A. J. Juschtschenko: Nucleasegehalt verschiedener Organe usw. 


eine in dieser Richtung erwiinschte Untersuchung an Leichen 


moglich. 






































PO g-Gehalt 
seolits S2\aa 3 
Se- ” a. | Ge- Pan. 32 &2 228 82 = 
Blut pum Leber Niere | Milz | hirn Herz Lunge tea se B 5 o2e on 3 
| } 2) jC 3 Zale 
mg mg mg | mg mg /|mg mg| mg | smg/| mg mg, mg sim im 
1,42 16.48 16,48 13,01 12,8 5,2 
Mensch | 0,82 3,16 3,55 6,59 3,0 2.8 
0,62 13:32 12.93 6,42 9.8 24 
| 0,5 g | 0,5¢ 
Gut 3,08 12,68 12,75 11,0 7,53) 9,38 6,09 5,19 
ernahrte | 1,04 4.31| 3,42) 2.54 433 3,29 1,42 | 1,66 
Hiindin | 2,04 8.37 9,33) 8,46 3,20 6,09 4,67 3,53 
2ccm } | 0,5 ¢ 
Schlecht | 3,04! 3,29 11.81 15,85 | 13,69 11,60 849) 7,74.14,71, 7.0 19,13 9,64 
ernahrter| 1,65 1,14; 3,17| 6,34 3,04) 228.443) 222 650 1,8 |392 431 
Hund 1,39/}2,15| 864; 9,51! 1065) 9,32'4,06; 5,52 821 562 (6,21 5,33 
0,5 ¢ 
Junger | 2,15 11,59 12,56 12,49; 9,65 5,37 3,36 
Hund | 0.95 3.46, 3,63 2.96) 2.01 3,09 1,07 
8 Mon. 10 T.| 1.20 813 8,93) 8.53) 7,64 2.28 229 
Junger | 2,12 11,08 12,74 11,02 998 4,57 11,37, 8,17 | 
Hund {1,07 265 437) 282) 1,88 3,09 4,89 3,46 | 
2Mon. 3T.| 1.02 843 837 820 810 1,48 6.48 471 
2ccm j | 
2.98 16,19 12,89 9,29 9,28 14,98 11,89 
Pferd 1,27) 5,27) 3,49 | 3,67 4,44 | 6,95 3,68 
1,71 10,92 | 9,40, 6,62 4,89) | 8,03; 8,21 
3,08 | 13,75 | 14,33 | 15,33 | 9,87 | 12,55 8,62 10,91 
Kuh 1,14 3,30, 3,91 469 216 | 3,20) 4,45 3,04 
1,94 10,45 1042 10,64 7,71 9.35 4,17 7,87 
= 2.06 13,06 11,94 13,92 80l 5,61 
no joan 254 264) 494 241 431 
1,25 10,52, 940; 898) 5,60 1,30 
1,97 113,82; 8,98 | 7,12) 5,78 } §,17 
Huhn |0,78 3,55 | 2,92 | 4,09 3,06 3,80 
1,19 ‘10.27 6,06 3,03) 2,72 1,37 
| Kiemen | Sperma 
12,68 6,34| 9,0 | | | 604 | 
Sandart 3,86 | 12.86) 3,7 | 45 | 
8,52 3,49 6,3 | 1,54 














Das Schardinger-Enzym in Milch von euterkranken 
Kiihen. 
Von 
Richard Reinhardt und Ernst Seibold. 


(Aus dem Institut fiir Seuchenlehre der K. Tierarztl. Hochschule 
zu Stuttgart.) 


(Eingegangen am 20. Februar 1911.) 


Milchproben von euterkranken Kiihen sind bis jetzt offen- 
bar nur verhaltnismaBig wenig mittels des Schardingerschen 
Reagenses gepriift worden. Koning’) hat die Milch von etwa 
25 euterkranken Kiihen untersucht und ist auf Grund dieser 
Untersuchungen zu dem Ergebnis gekommen, daB$, wahrend 
die Milch nicht frischmilchender gesunder Kiihe normalerweise 
innerhalb 4 bis 12 Minuten eine Entfarbung des zugesetzten 
Schardinger-Reagenses herbeifiihrt, die Milch aus kranken 
Eutern auBerordentlich schnell, manchmal schon innerhalb 
1 Minute entfairbt, also eine Zunahme des Enzymgehalts durch 
die Entziindungsvorginge erfahren hat. Dabei hat es sich 
haufig um Kiihe gehandelt, bei denen klinisch an dem Euter 
nichts Abnormes festzustellen, und deren Milch dem Ansehen 
nach nicht veraindert war. Koning meint, da® der erhdhte 
Enzymgehalt nicht auf pathogene Mastitisbakterien zuriick- 
zufiihren sei, sondern mit einem veranderten Stoffwechsel der 
sezernierenden Zellen im Zusammenhang stehe; mit Hilfe der 
Enzymmethode, d. h. durch Feststellung des Gehalts an Schar- 
dinger-Enzym neben der des Katalase- und Diastasegehalts 
kénnen euterkranke Kiihe herausgefunden, ja sogar Beimengungen 
von Sekret aus entziindeten Eutern in der Handelsmilch nach- 
gewiesen werden. 





1) Biolog. u. biochemische Studien iib. Milch. 2. Heft. Leipzig 1908, 
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386 R. Reinhardt und E. Seibold: 


Rievel geht in seinem Handbuch der Milchkunde, 2. Aufl., noch 
weiter, indem er auf 8.312 sagt: ,,Reduziert die Milch die Formalin- 
Methylenblaulésung sehr schnell, so liegt der Verdacht einer Euter- 
entziindung vor, und zwar einer Streptokokkenmastitis.“ 

Zu ahnlichen Ergebnissen wie Koning ist Sassenhagen!) ge- 
kommen, der die Milch von 21 mastitiskranken Kiihen hinsichtlich ihres 
Verhaltens gegeniiber dem Schardingerschen Reagens untersucht und 
gefunden hat, daB diese meistens eine Beschleunigung der Reaktion 
herbeifiihrt; nur mit einigen Proben erhielt er einen negativen bzw. ver- 
zogerten Verlauf der F. M.-Reaktion. Ubrigens haben diese Untersuchungen 
im Wasserbad von 70° stattgefunden und nur bei 5 Kiihen auch bei 40°; 
im letzteren Falle wurden Reaktionszeiten von 4, 3'/,, 14, 7 und 12 Mi- 
nuten erzielt. 

Zu einem entgegengesetzten Ergebnis kam Schern®), der allerdings 
die Milch von nur einer euterkranken Kuh untersucht hat. In diesem 
einen Falle hat das Sekret weder bei 45° noch bei 65° entfarbt, und 
zwar nach der Ansicht Scherns deshalb nicht, weil dem auffallend ver- 
anderten Sekret sehr viel bei der Entziindung abgeschiedene Fliissigkeit 
(Serum) beigemischt war. Zu dieser Annahme gelangte Schern durch 
die Beobachtung, daB, wenn er normaler Milch verhaltnismaBig viel 
Rinderserum zusetzte, eine der Menge des zugesetzten Serums ent- 
sprechende Verzégerung der Reaktion eintrat. Stellte er die Reaktion 
mit dem flockenreichen, lumigen Bodensatz der Milch an, so entfarbte 
dieser das Reagens innerhalb 10 Minuten. 

Bei der Verschiedenheit der Untersuchungsergebnisse und 
bei der hohen Bedeutung, die insbesondere von Koning und 
von Rievel der Feststellung des Gehalts an Schardinger- 
Enzym fir die Eruierung euterkranker Kiihe beigemessen wird, 
hielten wir es fiir angezeigt, die Sache weiter zu verfolgen. 
Wir haben deshalb die Milch von 10 euterkranken Kiihen auf 
ihren Reduktasegehalt gepriift. Es handelte sich in allen Fallen 
um ,,altmilchende’* Kiihe; die Untersuchung dieser und die 
Entnahme der Milch erfolgte am 1. oder 2. Tage nach dem 
Auftreten offensichtlicher Krankheitserscheinungen. Es wurde 
in der Regel die dem kranken Euterviertel entnommene Milch 
und die Mischmilck aus den gesunden Vierteln bzw. aus samt- 
lichen 4 Vierteln, in einzelnen Fallen auch die Milch jedes 
einzelnen Euterviertels je fiir sich untersucht. Wo es méglich 
war, wurde die Milch nach mehreren Tagen bzw. nach Ablauf 


der Entziindung einer nochmaligen Untersuchung unterzogen. 


1) Uber die biologischen Eigenschaften der Colostral- u. Mastitis- 
milch. Stuttgart 1910. 
2) Diese Zeitschr. 18, 274. 
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Nur beim 10. Fall konnte die Milch auch schon vor Auftreten 
der Euterentziindung und auch wiahrend und nach der Ent- 
ziindung iiber eine langere Periode hin untersucht werden. Die 
Reaktionen wurden stets bei 45° angestellt. 

Uber die Einzelheiten geben nachstehende kurze Protokoll- 
ausziige') Auskunft. 


1. Fall. 

Kuh O. T. leidet an einer akuten interstitiellen Entziindung des 
1. h. Euterviertels. Die Milch ist dem Aussehen nach nicht verindert, 
zeigt amphotere Reaktion; bei der Alkoholprobe fallen feine Gerinnsel 
aus; Kochprobe ist negativ. Die iibrigen 3 Viertel sind gesund; dagegen 
gerinnt die Milch des r. v. Viertels bei der Alkoholprobe. Die Rahm- 
menge ist bei der Milch aus jedem der 4 Viertel anniahernd gleich. 

Das Verhalten gegeniiber F, M. ist folgendes: v. r. Viertel entfarbt 
bei 45° in 8 Min., v. |. Viertel, h. r. Viertel und h. 1. Viertel je in 5 Min. 

Ergebnis: Die Milch des kranken Viertels entfarbt nicht friiher 
als die der andern Viertel und zeigt dem Schardinger-Reagens gegen- 
iiber keine Abweichung von der Milch eines gesunden Euters. 


2. Fall. 

Kuh H. C. leidet an einer akuten katarrhalischen Entziindung des 
l. v. Euterviertels. Die Milch aus diesem Viertel ist von weiBer Farbe 
und zeigt gleich nach dem Melken flockige Gerinnsel. 

Die Entfarbung des F. M. tritt bei der Milch des kranken Viertels 
in 3 Min., der Mischmilch aus simtlichen 4 Vierteln in 31/, Min. und 
der Mischmilch aus den 3 gesunden Vierteln in 4 Min. bei 45° ein. 

Bei einer 5 Tage darauf vorgenommenen zweiten Untersuchung ent- 
farben die Milchen in 3, 4 und 5'/, Min. Die Entziindungserscheinungen 
am Euter bestehen noch. 

Ergebnis: Das Sekret aus dem kranken Viertel entfirbt etwas 
rascher als die Mischmilch simtlicher 4 bzw. der 3 gesunden Viertel und 
entfirbt namentlich auch in kiirzerer Frist, als dies normale Milch zu 
tun pflegt. Dagegen halt sich die Reaktionszeit der Mischmilch aus allen 
4 Vierteln in normalen Grenzen. 


3. Fall. 
Kuh B. F. leidet an einer akuten parenchymatésen Entziindung des 
h. r. Euterviertels. Das Sekret aus diesem Viertel ist gelb und enthalt 
zahlreiche groBflockige, gelbe Gerinnsel; nach lingerem Stehen scheidet 
sich iiber dem sehr voluminésen Bodensatz wenig gelbe, triibe Fliissigkeit 
ab. Die Milch der iibrigen 3 Viertel ist dem Aussehen nach normal. 


1) Die ausfiihrlicheren Protokollausziige sind in den Monatsheften 
fiir prakt. Tierheilk. 23 verdéffentlicht, wo wir uns auch tiber die prak- 
tische Bedeutung der Sc hardinger- Probe fiir die Erkennung euterkranker 
Kiihe naher ausgelassen haben. 
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Das Verhalten gegeniiber F. M. ist folgendes: 

v. l. Viertel entfarbt in 74/, Min., v. r. Viertel in 94/,, h. 1. Viertel 
und h. r. Viertel je in 6 Min. 

Am folgenden Tage entfirbt das Sekret des kranken Viertels inner- 
halb 3 Min. Das Sekret hatte dieselbe Beschaffenheit und dasselbe Aus- 
sehen wie tags zuvor. 

20 Tage nach der ersten Untersuchung erscheint das Euter gesund 
und die Milch von normaler Beschaffenheit. Entfarbung der Mischmilch 
tritt in 20 Min. ein. 

Ergebnis: Bei der ersten Untersuchung hat das verinderte Sekret 
innerhalb der fiir gesunde Milch als normal zu bezeichnenden Zeit ent- 
fiirbt; am folgenden Tage war die Reaktionszeit kiirzer als bei gesunder 
Milch. Nach dem Ausfall der letzten Untersuchung ist zu schlieBen, daB 
die Reduktase in dem verinderten Sekret gegen die Hohe der Ent- 
ziindung zu reichlicher vorhanden war als vor und nach der Erkrankung 
des Euters. 


4. Fall. 

Kuh St. ©. ist an akuter parenchymatéser Entziindung des I. v. 
Euterviertels erkrankt. Das Sekret aus diesem Viertel ist gelb, wasserig, 
mit wenigen gelben Flocken untermischt; beim Stehen setzt sich wenig 
gelbschleimiger Bodensatz ab, dariiber ziemlich viel gelbe, serdse Fliissig- 
keit. Milch der iibrigen 3 Viertel ist von normaler Beschaffenheit. 

Das kranke Sekret entfarbt F.M. innerhalb 1 Stunde nicht; nur 
der Bodensatz zeigt sich innerhalb 12 Min. entfairbt. Die Mischmilch 
aus den 3 gesunden Vierteln wird ebenfalls nicht entfirbt, sie zeigt nach 
1 Stunde nur eine geringe Aufhellung. 

Nach 20 Tagen zeigt sich das Euter vollstindig gesund und die 
Milch von normaler Beschaffenheit. Auch jetzt zeigt die Mischmilch aus 
allen 4 Vierteln nach 1 Stunde nur eine ganz minimale Aufhellung. 

Ergebnis: Bei der ersten Untersuchung hat weder das kranke 
Sekret noch die Mischmilch der 3 gesunden Viertel entfarbt; auch bei 
der zweiten Untersuchung ist keine Entfairbung der Mischmilch ein- 
getreten. Es ist deshalb anzunehmen, daB die Milch dieser Kuh zur 
Zeit der Untersuchung tiberhaupt nur wenig Enzym enthalten hat. Vor- 
stehender Fall diirfte den Ausnahmefillen einzureihen sein, bei denen 
auch die gesunde Milch die Schardinger-Reaktion nicht gibt und die 
von uns in einer friiheren Abhandlung in dieser Zeitschrift mehrfach 
beschrieben sind. 


5. Fall. 


Kuh Sch. 0. leidet an einer akuten parenchymatésen Entziindung 
des r. v. Euterviertels. Das Sekret dieses Viertels ist von gelber Farbe, 
wisseriger Beschaffenheit und mit gelben, flockigen Gerinnseln untermischt; 
die Milch aus den 3 anderen Vierteln ist normal. 

Weder das Sekret des v. r., noch des h. r., noch die Mischmilch der 
beiden h. Viertel entfirben F.M. innerhalb 1 Stunde. 

Ergebnis: Dieser Fall diirfte wie der 4. Fall zu beurteilen sein. 
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6. Fall. 

Kuh Schl. G. ist mit einer chronischen parenchymatésen Entziindung 
des r. h. Euterviertels behaftet; im r. v. Viertel lassen sich einige hasel- 
nuBgroBe derbe Knoten feststellen. Das Sekret des r. Hinterviertels ist 
gelb, wisserig und enthalt wenige gelbe Flocken; das Sekret des r. Vorder- 
viertels ist gelbweiB mit feinen weiBen Gerinnseln. Das Sekret aus den 
beiden r. Eutervierteln reagiert alkalisch, die Milch der beiden |. Viertel, 
die normale Farbe und Beschaffenheit zeigt, amphoter. 

Das Verhalten gegeniiber F. M. ist folgendes: 


Das Sekret des h. r. V. entfirbt innerhalb 1 Stunde nicht. 
” “ » wee Ve in nach 6 Min. 
* ‘ « Khe. . , 10 
a a a, % s “ a. 
Mischmilch zu gleichen Teilen aus allen 4 Vierteln entfirbt nach 6 Min. 


Ergebnis: Das veranderte Sekret des r. v. Viertels und die Milch 
der beiden linken Viertel entfairben innerhalb der Zeit gesunder Milch. 
Das Sekret des r. Hinterviertels, das wisserig war und fast ausschlieBlich 
aus Serum bestand, entfarbte innerhalb 1 Stunde nicht. Bei Mischmilch 
verschwand der Unterschied in der Reaktion der einzelnen Milchproben 
so sehr, daB Entfirbung innerhalb der normalen Zeit eintrat. 


7. Fall. 


Kuh K. G. leidet an einer akuten parenchymatésen Entziindung 


des r. v. Euterviertel:. Das r. Hinterviertel ist verédet. Das Sekret des 
r. v. Viertels ist gelb, wisserig, mit feinen, gelben Gerinnseln. Der Boden- 
satz betrigt etwa ein Viertel des ganzen Sekrets. 

Das Sekret des kranken Viertels entfirbt F.M. in 10'/, Min., die 
zusammengemolkene Milch der beiden gesunden Viertel in 61/, Min. Nach 
7 Tagen sind die Entziindungserscheinungen nur wenig zuriickgegangen. 
Das Sekret des r. v. Viertels entfirbt in 10 Min., das der gesunden Viertel 
in 5 Min. 

Ergebnis: Obwohl das Sekret des kranken r. v. Viertels sehr stark 
vermindert ist, tritt doch Entfirbung innerhalb der Norm ein. Das 
Sekret aus den gesunden Vierteln entfirbt rascher als das aus dem 
kranken. 


8. Fall. 


Kuh B.II F. leidet an akuter, parenchymatéser Entziindung des 
v. |. Euterviertels. Das Sekret ist gelb, wasserig, mit groBen, gelben 
Flocken vermischt; der Bodensatz betrigt ein Drittel des Sekrets; die 
Fliissigkeit dariiber ist gelb und triib. Die Milch aus den 3 anderen 
Eutervierteln erscheint normal. 

Bei Zusatz von F.M. entfairbt das kranke Sekret erst in 1 Stunde 
43 Min., waihrend das Gerinnsel (Bodensatz) bereits nach 10 Min. seine 
urspriingliche gelbe Farbe angenommen hat; die Mischmilch aus den 
3 gesunden Vierteln entfirbt nach 7 Min. 
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Nach 4 Tagen sind die Entziindungserscheinungen wesentlich zuriick- 
gegangen; das kranke Sekret ist rétlichgrau und enthalt feine, graugelbe 
Gerinnsel; der Bodensatz betragt etwa ein Viertel des Sekrets; die Fliissig- 
keit dariiber ist grauweiB und besitzt eine reichliche Rahmschicht. Die 
Reaktionszeit des kranken Sekrets auf F. M. betragt 31/, Min., die der 
gesunden Mischmilch 8 Min. 

Nach weiteren 5 Tagen sind die Entziindungserscheinungen am 
Euter nahezu verschwunden, das kranke Sekret ist von gelber Farbe, 
colostrumahnlich; nach dem Zentrifugieren zeigt sich ein gelber, schlei- 
miger Bodensatz, der etwa ein Viertel des Sekrets ausmacht; die dariiber 
stehende Fliissigkeit ist graugelb und besitzt eine Rahmschicht. Das 
kranke Sekret entfirbt F. M. in 3!/, Min., die gesunde Mischmilch in 
7 Min., die Mischmilch aus simtlichen 4 Vierteln in 5 Min. 

5 Tage nach der letzten Untersuchung sind die Entziindungs- 
erscheinungen vollstaéndig zuriickgegangen. Das Sekret des kranken 
Viertels ist von milchiger Beschaffenheit und von gelber Farbe; beim 
Zentrifugieren erhailt man einen aus Zellen bestehenden Bodensatz, der 
etwa !/,, des Sekrets ausmacht. Die Milch der iibrigen Viertel ist normal 
und wei8. Letztere entfirbt in 7 Min., das Sekret des kranken Viertels 
in 4 Min. 

Ergebnis: Bei der ersten Untersuchung hat das stark verinderte 
Sekret des kranken Viertels erst in 1 Std. 43 Min. entfarbt. Nach Riick- 
gang der Entziindungserscheinungen entfarbt das kranke Sekret friiher 
als gesunde Milch. Die Milch aus den gesunden Vierteln hat stets inner- 
halb der normalen Zeit entfarbt. 


9. Fall. 

Kuh W. G. ist an einer akuten, parenchymatésen Entziindung des 
v. l. Euterviertels erkrankt und ist auBerdem noch mit Euterpocken be- 
haftet. Das Sekret des erkrankten Viertels ist von gelber Farbe, enthalt 
zahlreiche Eiterkliimpchen und ist héchst iibelriechend; der Bodensatz 
verhalt sich zu der dariiberstehenden, gelben, wisserigen Fliissigkeit wie 
2:1. Die Milch aus den iibrigen 3 Vierteln erscheint normal. 

Das zugesetzte F. M. wird von dem Sekret des v. r., des h. r. und 
des h. |. Viertels und ebenso von der Mischmilch aus diesen 3 Vierteln 
nach 1 Stunde nur aufgehellt, von dem des v. |. Viertels nach 7 Minuten 
und von der Mischmilch aus saimtlichen 4 Vierteln nach 14 Minuten 
entfirbt; bei der Entnahme und Untersuchung der Milch am folgenden 
Tag entfarbt das Sekret des kranken Viertels in 10 Minuten und die Misch- 
milch aus allen 4 Vierteln in 18 Minuten, wahrend die Mischmilch aus 
den 3 gesunden Vierteln nicht entfarbt. 

Am niachstfolgenden Tage war das Verhiltnis ein ahnliches; die 
kranke Milch entfarbte nach 7 Minuten, die Mischmilch aus allen 4 Vierteln 
nach 10 Minuten, und die Mischmilch aus den 3 gesunden Vierteln brachte 
wiahrend 1 Stunde nur eine geringe Aufhellung zustande. 

Am 13. Tage nach der ersten Untersuchung ist der Befund am 
Euter noch derselbe; aus dem kranken Euterviertel lassen sich jedoch 
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nur einige Kubikzentimeter dicken, gelben, stinkenden Sekrets ausmelken. 
Die Mischmilch aus den 3 gesunden Eutervierteln entfirbt nach 31 Mi- 
nuten, 9,5 ccm dieser Mischmilch+0,5 ccm krankes Sekret entfirben qi: 
nach 17 Minuten. iat. 

Ergebnis. Das Sekret aus dem kranken Viertel hat bei allen ba 
Untersuchungen das Schardinger-Enzym reichlicher enthalten als die | 
Milch aus den gesunden Vierteln; es war jedoch in dem kranken Sekret 
nur in solcher Menge vorhanden, da® die Reduktionszeit von der gesunder 
Milch nicht abgewichen ist. Die Milch aus den gesunden Vierteln hat 
nicht entfirbt. Die dritte Untersuchung zeigt indes, daB solche Milch ‘ 
durch die Beimengung von krankem Sekret derart beeinflu8t werden 
kann, daB die Mischmilch eine normale Reaktionszeit liefert. 


10. Fall. 4 

Kuh S. J. ist mit Lungentuberkulose behaftet; das Euter ist ge- ‘ ¥ 
sund; der Milchertrag ist gering (21 pro die); die Milch selbst ist von ay 
normaler Beschaffenheit und wird wahrend 14 Tagen durch tagliche 








Untersuchungen auf ihr Verhalten gegeniiber dem Schardinger- ai: 
Reagens gepriift. Die Reduktionszeit schwankt zwischen 7 und 24 Mi- ai 
nuten, der Durchschnitt betrigt zwischen 16 und 17 Minuten. 
Am 14. XI. 1910 zeigt sich eine diffuse Schwellung der beiden 
hinteren Euterviertel, am 15. XI. des ganzen Euters; am 18. XI. hat t ‘ 
sich der ProzeB auf das |. v. Viertel lokalisiert, das eine akute paren- a 
chymatése Entziindung aufweist, die am 13. XII. noch vorhanden ist. 
Die Mischmilch, die anfangs normale Farbe, feine Gerinnsel und bei der 
Alkoholprobe starke Gerinnung gezeigt hat, weist vom 16. XI. ab gelbe 
Farbe auf und ist colostrumahnlich. Am 18. XI. zeigt sie wieder mehr a3: 
eine weiBe Farbe; wird aber bei der Alkoholprobe ausgeflockt, waihrend ais) 
das Sekret des kranken Viertels gelb, wasserig und mit reichlichen gelb- 
weiBen Flocken vermischt ist. Allmiahlich liefert das v. |. Viertel nur 
noch einige Kubikzentimeter bald wisserigen, bald mehr dickeren Sekretes. 
Das Verhalten gegeniiber F. M. ist folgendes: 
Am 14. XI. entfiirbt die Mischmilch in 5 Min., am 15. XI. in 
6 Min., am 16. XI. in 51/, Min., am 17. XI. in 8 Min., am 18. XI. ent- 
fairbt die Mischmilch der 3 gesunden Viertel in 35 Min., 9 ccm Mischmilch 
der 3 gesunden Viertel + 1 com krankes Sekret entfirben in 21 Min., 
am 19. XI. bis 5. XII. entfarbt die Mischmilch der 3 gesunden Viertel 
zwischen 11 und 23 Min., 9 com Mischmilch der 3 gesunden Viertel 
+ 1 ccm krankes Sekret entfarben zwischen 6 und 19 Min., am 13. XII. 
entfarbt die Mischmilch der 3 gesunden Viertel in 40 Min., 9 ccm Misch- 
milch der 3 gesunden Viertel + !/, com krankes Sekret entfarben in 31 Min. 
Ergebnis. Zunichst geht aus vorstehenden Untersuchungen her- 
vor, daB die Milch einer altmilchenden Kuh, auch wenn das Euter ge- 
sund ist, das Schardinger-Reagens nicht immer innerhalb der als Norm 
angegebenen Zeit von 4 bis 12 Minuten entfairbt; denn die durchschnitt- 
liche Reaktionszeit hat hier zwischen 16 und 17 Minuten betragen. Un- 
mittelbar nach Einsetzen der Euterentziindung war die Reduktionszeit 
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der Mischmilch kiirzer, sie hat 5 Minuten betragen, hat sich aber immer 
noch in normalen Grenzen gehalten. Spiiter zeigte die Mischmilch aus 
3 Vierteln (ohne das Sekret des |. v. Viertels) eine ziemlich lange Re- 
duktionszeit, die stets verkiirzt wurde, wenn der Mischmilch aus den 
3 Vierteln noch Sekret aus dem stark entziindeten |. v. Viertel zugesetzt 
wurde; es hat also das stark verinderte Sekret des v. 1. Viertels einen 
gréBeren Gehalt an Reduktase gehabt als die makroskopisch nicht ver- 
ainderte Milch der 3 andern Viertel. Im iibrigen war der Enzymgehalt 
der Milch dieses Euters groBen Schwankungen unterworfen. 


Zusammenfassend haben wir zu bemerken, da8 insgesamt 
7 Fille von akuter parenchymatéser Euterentziindung und je 
1 Fall von akuter interstitieller, von akuter katarrhalischer und 
von chronischer parenchymatéser Mastitis zur Untersuchung 


gelangt sind. 

Wir méchten gleich vorausschicken, daB die klinischen Er- 
scheinungen am Euter und die Art der Euterentziindung nicht 
von entscheidendem Einflu8 auf die Art und Weise des Ablaufs 
der Reaktion sind. GréSere Bedeutung in dieser Beziehung 
kommt der Ausdehnung, dem Grade und dem Stadium der 
Entziindung und insbesondere der mehr oder weniger starken, 
meist von der Art, dem Grade und dem Stadium der Ent- 
ziindung abhangigen Veranderung des Sekretes zu. 

So sehen wir, daB bei Euterentziindungen, wo die Milch 
keine physikalischen Verainderungen aufweist, der Gehalt an 
Reduktase auch keine Abweichung von der Norm zeigt (siehe 
1. Fall), obwohl das Euter selbst auffallend entziindet ist. 
Solche Verhialtnisse trifft man haufig im Anfangsstadium ciner 
Euterentziindung, und bei einer interstitiellen Mastititis eher 
und linger an als bei den iibrigen Arten von Mastitiden. 

In anderen Fallen, wo die Milch des erkrankten Viertels 
zwar noch die normale Farbe, aber beim Melken schon feine 
Gerinnsel zeigt, kann das Enzym bald vermehrt sein (2. Fall), 
bald innerhalb der Norm sich halten (6. und 10. Fall). Die 
Milch hat im 2. Falle in 3 Minuten entfarbt, wahrend die 
Reaktionszeit beim 6. und 10. Fall 10 und 5 bzw. 6 Minuten 
(Untersuchung vom 14. und 15. XI.) betragen hat. 

Beim 3. Fall (2. Untersuchung) trat Entfairbung schon 
nach 3 Minuten, also rascher als normal ein, obwohl das Sekret 
stark verindert war; es war sehr flockenreich, schied aber nur 
wenig Fliissigkeit ab. Die Entziindung war hier offenbar noch 
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im Zunehmen begriffen, sie hatte ihren Héhepunkt noch nicht 
erreicht. 

Eine Beschleunigung der Reaktion konnten wir auBer bei 
dem schon erwahnten 2. und 3. Fall auch beim 8. Fall (2. und 
3. Untersuchung) feststellen, wo die Entfirbung des Sekretes 
schon je in 3*/, Minuten eingetreten ist. In diesem Falle 
hatte die Euterentziindung ihren Héhepunkt schon iiberschritten, 
die Entziindung war bereits im Abklingen und das Sekret 
naherte sich schon wieder mehr der normalen Beschaffenheit. 

Bei auffallend stark verindertem Sekret, insbesondere bei 
solchem, das gelblich, serés-wisserig, und wo der Bodensatz 
geringer war als die dariiber stehende Filiissigkeit, war bald 
eine Verzégerung der Reaktion (8. Fall, 1. Untersuchung), bald 
ein volliges Ausbleiben derselben festzustellen (6. Fall). So 
hatte beim 8. Fall das stark verinderte Sekret erst nach 
1 Stunde und 43 Minuten entfarbt, und im 6. Fall war durch 
das kranke Sekret iiberhaupt keine Entfarbung erzielt worden. 

Die Fille 4 und 5 miissen fiir unsere Beurteilung auBer 
Betracht bleiben, da es sich hier zweifellos um abnorme, den 
Ausnahmefillen zuzurechnende Milchen, die iiberhaupt nur wenig 
Schardinger-Enzym enthalten, gehandelt hat. Auch der 
10. Fall ist nicht geeignet, aus ihm einwandfreie Schliisse ab- 
zuleiten, da die Milch der betreffenden Kuh sowohl vor als 
wahrend der Euterentziindung als nach Ablauf des akuten 
Entziindungsanfalls groBe Schwankungen in der Reduktionszeit 
aufzuweisen gehabt hat. Doch la8t sich so viel sagen, daf das 
entziindete Viertel ein reduktasereicheres Sekret lieferte als die 
iibrigen Viertel. 

Aus obigen Ausfiihrungen geht hervor, daB der Reduktase- 
gehalt der Mastitismilch in erster Linie von dem Grade der 
Verainderung des Sekrets, weiterhin von dem Grade und dem 
jeweiligen Stande der Euterentziindung und in letzter Linie 
von der Art und Ursache der Eutererkrankung abhangig ist. 
So kénnen wir im Anfangsstadium einer Euterentziindung, wo 
das Sekret noch normale Farbe und Beschaffenheit zeigt, oft 
eine vollig normale Reaktionszeit oder eine beschleunigte Ent- 
farbung beobachten. Derart schnell eintretende Reaktionen, 
wie sie von Koning und Rievel angegeben werden, nach 


denen die Entfarbung des kranken Sekrets innerhalb 1 Minute 
Biochemische Zeitechrift Band 31. 26 
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erfolgen soll, haben wir bei unseren Fallen nie angetroffen. 
Auch zu der Zeit, wo die Entziindung wieder im Zuriickgehen 
begriffen ist und wo das Aussehen des Sekrets dem normaler 
Milch sich nahert, treffen wir normale oder beschleunigte Re- 
aktion an. Auf der Héhe der Entziindung, wo das Sekret 
gelb und stark serés-wisserig ist, ist meistens eine Verzégerung 
im Ablauf der Reaktion festzustellen oder bleibt die Reaktion 
ganz aus. 

Die wesentlichste Veranderung der Schardinger-Reaktion, 
némlich eine Verzégerung oder ein Ausbleiben derselben, tritt 
also auf der Héhe der Euterentziindung ein. Das ist aber zu 
einer Zeit, wo man am Euter und an der Milch selbst so auf- 
fallende Verainderungen hat, daB man auf jedes weitere Hilfs- 
mittel zur Erkennung der Erkrankung, also auch auf die 
Schardinger-Reaktion, verzichten kann; zudem ist dieses 
Hilfsmittel keineswegs ganz zuverlissig; denn es ist ja auch 
einmal bei normaler Milch aus gesundem Euter eine Verzégerung 
oder ein Ausbleiben der Reaktion anzutreffen. Bei dieser 
Sachlage miissen wir bestreiten, da8B der Schardinger- 
schen Probe in der praktischen Milchkontrolle zum 
Nachweis von Euterentziindungen eine so hohe Be- 
deutung zukommt, wie sie ihr von einzelnen Autoren 
zugeschrieben wird. 

Was die Verwertung der Schardinger-Reaktion zur Er- 
kennung von Euterentziindungen im Anfangsstadium, zu einer 
Zeit, wo die Milch noch normales Aussehen hat und das Euter 
noch keine klinischen Erscheinungen aufweist, anlangt, so haben 
wir oben gesehen, daB in solchen Fallen die Milch innerhalb 
der normalen Zeit entfairbt oder eine kiirzere Reaktionszeit 
aufweist. In letzterem Falle ist aber zu bedenken, daB bei 
dieser Sachlage stets Mischmilch aus allen 4 Vierteln oder sogar 
die Sammelmilch einer Mehrzahl von Kiihen zur Untersuchung 
kommt, ein Umstand, durch den die an und fiir sich nicht 
sehr bedeutende Abweichung der Reaktionszeit der Milch von 
der Norm verwischt wird; denn wie die 2. Untersuchung des 
Falles 2 und die 3. Untersuchung des Falles 7 zeigen, kann 
sich, auch wenn die Milch des kranken Viertels abnorm rasch 
entfarbt, die Reaktionszeit der Mischmilch aus allen 4 Vierteln 
doch in normalen Grenzen halten. Ganz ahnliche Verhiltnisse 
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liegen vor, wenn die Euterentziindung ihren Héhepunkt iiber- 
schritten hat und im Abnehmen begriffen ist. Es lassen sich 
also mit Hilfe der Schardingerschen Probe Euterentziindungen 
in den erwahnten Stadien ebenfalls nicht, und ebensowenig eine 
Streptokokkenmastitis als solche erkennen. 

Im ibrigen méchten wir hier noch einmal besonders 
darauf hinweisen, da8 nach unseren Versuchen der EinfluB 
einer Euterentziindung auf den Reduktasegehalt der Milch ein 
sehr wechselnder ist und daB Mastitismilch auBerordentlich 
groBen Schwankungen beziiglich ihres Verhaltens gegen 
das Schardinger-Reagens unterworfen ist. 

Es ware noch die Frage zu erértern, in welcher Weise 
wohl die bei der Euterentziindung sich abspielenden Vorgiinge 
den Reduktasegehalt beeinflussen. Die Veranderung des Gehalts 
an Schardinger-Enzym, die wir im Verlaufe einer Mastitis 
beobachten, 14Bt sich vielleicht so erklaren, daB nicht zu heftige, 
das Euter treffende Lasionen fiir die sezernierenden Zellen als 
Reiz wirken und sie zu vermehrter Produktion von Enzymen, 
speziell auch der Reduktase, anstacheln. Wir treffen deshalb 
in diesem Zeitpunkt (Anfangsstadium der Euterentziindung) ein 
rasches, zuweilen ein abnorm rasches Eintreten der Reaktion. 
Handelt es sich um sehr heftige Euterentziindungen, so wird 
friiher oder spiter eine Lahmung oder Vernichtung der be- 
troffenen Zellen eintreten; die Produktion von Reduktase ist 
herabgesetzt oder hért ganz auf; gleichzeitig mischen sich dem 
Sekret Entziindungsprodukte, Blutbestandteile (Serum, Leuko- 
cyten usw.) bei. Die Folge ist eine Verzégerung oder ein Aus- 
bleiben der Reaktion (Kulminationspunkt der Euterentziindung). 
Erst wenn die Entziindung ihren Héhepunkt iiberschritten hat 
und der ProzeB der Heilung sich zuwendet, erholen sich die 
Zellen wieder bzw. treten an Stelle der zugrunde gegangenen 
Zellen neue; es wird wieder Reduktase abgeschieden, und die 
Milch erlangt nach kiirzerer oder lingerer Zeit ihren friiheren 
Gehalt an Schardinger-Enzym wieder oder weist sogar einen 
héheren Enzymgehalt gegen friiher auf (Stadium der Heilung). 
Ob diese Auffassung richtig ist und wie groB der Anteil an 
der Verainderung der Reaktion ist, der dem durch die Ent- 
zundung veranlaBten Ubertritt von Blutbestandteilen in die 


Milch zukommt, miissen wir vorerst noch dahingestellt sein lassen. 
26* 
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Aus unseren Ausfiihrungen ergeben sich nachstehende 
SchluBfolgerungen: 


1. Das Auftreten einer Euterentziindung beeinfluBt den 
Gehalt der Milch an Schardinger-Enzym. 

2. Der Enzymgehalt ist in erster Linie von dem Grade 
der Veranderung des Sekrets, sowie von der Ausdehnung, dem 
Grade und dem Stadium der Entziindung abhiangig. 

3. Solange das Mastitissekret normale Farbe und Be- 
schaffenheit zeigt, pflegt die Reaktionszeit normal oder ver- 
kiirzt zu sein. 

4. Bei sehr starker Veranderung, insbesondere bei serés- 
wasseriger Beschaffenheit des Sekrets ist eine Verzégerung oder 
ein Ausbleiben der Reaktion festzustellen. 

5. Mastitismilch zeigt groBe Schwankungen im Enzymgehalt. 

6. Die Schardingersche Probe eignet sich nicht zur Er- 
mittlung euterkranker Kiihe. 





Uber die Hitzekoagulation der Proteine. 
I. Mitteilung. 


Wird die Wasserstoffionenkonzentration der Liésung durch 
die Koagulation gedndert?’) 
Von 
S. P. L. Sérensen und E. Jiirgensen. 


(Aus dem Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen.) 
(Eingegangen am 22; Februar 1911.) 


Bei biologisch-chemischen Untersuchungen liegt oft die 
Aufgabe vor, die koagulablen Proteine aus einer Lésung zu ent- 
fernen. Das herkémmliche Verfahren in solchen Fallen ist, 
wie bekannt, durch Erhitzen der mit einer reichlichen Menge 
eines angemessenen Salzes versetzten, ganz schwach sauren 
Lésung den genuinen Proteinstoff in koagulierter Form aus- 
zuscheiden. Es handelt sich indessen gewéhnlich um den Nach- 
weis oder vielleicht gar um die quantitative Bestimmung nicht 
koagulabler K6rper, deren nahere Untersuchung erst durch 
das Wegschaffen des genuinen Proteins erméglicht wird, und 
selbstverstandlich ist daher ein Zusatz von fremden Stoffen, 
z. B. Salzen, beim Koagulationsprozesse soweit als méglich zu 
vermeiden. Andererseits ist es eine altbekannte Sache, da8 
salzfreie oder salzarme Proteinlésungen nicht zu vollstandiger 
Koagulation gebracht werden kénnen, wenn nicht der richtige 
Grad von Saéuerung ganz genau getroffen wird. 


Die von L. Michaelis und P. Rona®) vorgeschlagene Ausfallung 
von genuinen Proteinstoffen durch Mastix oder andere kolloidale Stoffe 


1) Wird gleichzeitig in franzésischer Sprache in den Compt. rend. 
du Lab. de Carlsberg 10, 1, 1911 veréffentlicht. 

2) Diese Zeitschr. 2, 219, 1906; 3, 109, 1906; 4, 11, 1907; 5, 365, 
1907; 6, 1, 1907; 7, 329 und 488, 1907; 8, 356, 1908. 
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ist daher als ein wesentlicher Fortschritt zu verzeichnen und leistet auch 
in vielen Fallen gute Dienste, besonders wenn Cupriacetat, dessen Metall 
nachher mittels Schwefelwasserstoff entfernt werden kann, als Elektrolyt 
benutzt wird. Immerhin kann es aber doch kaum zweifelhaft sein, daB 
das natiirlichste Verfahren, koagulable Proteinstoffe wegzuschaffen, eine 
Koagulation sein muB, wenn es nur gelingt, eine solche Operation ohne 
Zugabe wesentlicher Mengen von Salzen oder anderen Fremdkérpern 
in zufriedenstellender Weise durchzufiihren. Es werden namlich dadurch 
wahrscheinlich nur die wirklich koagulierbaren Stoffe ausgeschieden wer- 
den, wihrend eine jegliche Fallungsmethode, auch die von Michaelis und 
Rona vorgeschlagene, es kaum vermeidet, nicht koagulierbare Kérper 
zusammen mit den koagulierbaren zu fallen. 


Ausgehend von derartigen Betrachtungen und im Anschlu8 an ver- 
wandte, hier im Laboratorium ausgefiihrte Arbeiten, fingen wir vor ein 
paar Jahren eine Untersuchung iiber die Bedeutung der Wasserstoffionen- 
konzentration beim Koagulierungsprozesse an. Es hat sich dabei in guter 
Ubereinstimmung mit dem oben Angefiihrten herausgestellt, daB es, um 
eine volistandige Koagulation zu erhalten, von der allergréBten Bedeutung 
war, die Wasserstoffionenkonzentration der betreffenden Lésung innerhalb 
recht eng bemessener Grenzen zu halten, und zwar besonders, wenn die 
Lésung arm an Salz war. Zu gleicher Zeit hat es sich aber auch ge- 
zeigt, daB es méglich ist, eine ebenso vollstindige, ja gar noch vollstin- 
digere — oder jedenfalls eine schnellere — Koagulation ohne Salzzugabe 
als mit derselben zu erreichen, wenn man nur dafiir Sorge trug, bei 
der optimalen Wasserstoffionenkonzentration zu arbeiten. Diese 
letztgenannte GréBe hat, wenn die sonstigen Versuchsbedingungen (Kon- 
zentration der Proteinlésung, Salzgehalt derselben, Koagulationsdauer) 
konstant gehalten werden, einen konstanten Wert, der von der Art und 
Beschaffenheit der fiir die Sauerung angewandten Saure unabhingig ist. 
Bei den von uns gewohnlich benutzten Versuchsbedingungen entspricht 
die optimale Wasserstoffionenkonzentration, sowohl was Blutserum, als 
auch was Eiereiwei8 betrifft (die einzigen zwei Proteinstofflésungen, mit 
denen wir bisher gearbeitet haben), dem Wasserstoffionenexponenten 
PH = ca. 4,71). Von einem absolut konstanten Wert fiir die optimale 
Wasserstoffionenkonzentration des Koagulationsprozesses kann jedoch 
nicht die Rede sein, indem dieser, wie im experimentellen Teil (siehe 
8. 419 und S. 431) niher besprochen wird, sowohl von der Konzentration 
des Proteinstoffes als auch vom Salzgehalt der Lésung abhingt. 

Es unterliegt wohl keinem Zweifel, daB das Optimum der Wasser- 
stoffionenkonzentration in genauem Zusammenhang steht mit dem so- 
genannten ,,isoelektrischen Punkt*‘ der Proteinstoffe, tiber dessen Be- 
deutung und Lage eine Reihe in den letzten zwei Jahren verdfientlichter 
Arbeiten von L. Michaelis, P. Rona, B. Mostynski und H. David- 


1) Betrefis der Bedeutung der GréBe py. verweisen wir auf diese 
Zeitschr. 21, 159, 1909. 
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sohn') neue und wich*ige Aufschliisse gebracht ,haben. Nach den von 
Michaelis und Rona geduBerten Anschauungen iiber das Wesen des 
Koagulationsprozesses mu8 man erwarten, daB die optimale Wasserstoff- 
ionenkonzentration der Koagulation mit derjenigen Wasserstoffionenkonzen- 
tration zusammenfalle, die dem isoelektrischen Punkte des betreffenden Pro- 
teinstoffes entspricht. Die von uns erhaltenen Resultate scheinen nicht ganz 
diese Auffassung zu bestitigen. Wahrend nimlich der ,,isoelektrische 
Punkt* laut der theoretischen Begriindung Michaelis’?) eine konstante 
GréBe sein muB, so ist nach den Ergebnissen unserer Versuche die Opti- 
mal-Wasserstoffionenkonzentration der Koagulation, wie schon oben ge- 
sagt, sowohl von der Konzentration der Proteinstofflésung als auch von 
ibrem Salzgehalt abhangig. Unsere Versuchsresultate stimmen zunichst 
mit der von W. Pauli und R. Wagner®) jiingst vertretenen Betrach- 
tungsweise iiberein, laut der die Bestimmung der optimalen Koagulations- 
bedingungen von Michaelis und seinen Mitarbeitern hauptsichlich auf 
eine Neutralisation anwesender alkalischer Stoffe hinausliuft. Auch unsere 
Versuche haben nimlich zu einer ahnlichen Auffassung gefiihrt, indem 
wir, wie es im experimentellen Teil (S. 428) niher dargetan wird, Grund 
haben, anzunehmen, daB die fiir die Koagulation einer reinen 
Proteinlésung optimale Wasserstoffionenkonzentration im 
wesentlichen von dem dem Proteinstoff eigenen sauren Cha- 
rakter herriihrt und deshalb von der Proteinkonzentration 
abhangig sein muB. 

Mit der Frage nach der fiir die Koagulation optimalen 
Wasserstoffionenkonzentration eng verkniipft steht der Haupt- 
gegenstand dieser Abhandlung, die Frage nach der Ande- 
rung der Wasserstoffionenkonzentration wahrend der 
Koagulation. Diese Frage ist unseres Wissens friiher nicht 
genau untersucht worden; es ist aber eine landlaufige Annahme, 
daB die Reaktion der Lésung wahrend der Koagulation gegen 
die alkalische Seite hin verschoben wird. In dem bekannten 
Buche O. Cohnheims: ,,Chemie der EiweiBkérper“ (1904) wird 
dieses Verhiltnis in den folgenden Worten erwahnt (S. 132): 
,Beim Koagulieren einer beliebigen EiweiBlésung, die irgend- 
welche Salze, Sauren oder Basen enthilt, verschiebt sich die 
Reaktion nach der alkalischen Seite, so daB eine neutrale 
oder selbst schwach saure Lésung beim Kochen deutlich alka- 
lisch wird. Der Grund ist unbekannt.‘‘ Im Gegensatz hierzu 


1) Diese Zeitschr. 19, 181, 1909; 24, 79, 1910; 25, 401, 1910; 27, 
38, 1910; 28, 1 und 193, 1910; 29, 494, 1910 und 30, 143, 1910. 

2) Diese Zeitschr. 19, 184, 1909 und 24, 80, 1910. 

3) Diese Zeitschr. 27, 300, 1910. 
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meinen Michaelis und Rona’), da8 bei der Koagulation 
von Serum, unter gebiihrender Riicksicht der anwesenden Kohlen- 
siure, keine Reaktionsénderung stattfindet: ,,Beim Denaturieren 
des Serums durch Hitze mit oder ohne Gerinnung dndert sich, 
wenn man die Austreibung von CO, verhindert, die nach dem 
Erkalten bestimmte Reaktion nicht, und ebenso wenig das 
Saurebindungsvermégen des Serums“ (I. c. 8S. 339). Aus dem 
Zahlenmaterial Michaelis und Ronas geht indessen hervor, 
daB sie nur in einem einzigen Falle die Koagulation bei einer 
in der Nahe der optimalen liegenden Wasserstoffionenkonzen- 
tration vorgenommen haben; bei diesem Versuch (Nr. 1, 8. 336) 
haben sie ibrigens eine ausgepragte Reaktionsinderung in al- 
kalischer Richtung erhalten. In allen iibrigen Versuchen, wo 
die Wasserstoffionenkonzentration Erwahnung findet, ist die 
Reaktion schwach alkalisch gewesen; unter solchen Umstanden 
wird aber die Koagulation jedenfalls nur unvollstandig sein, 
und daneben werden unzweifelhaft mehr oder weniger tiefgreifende 
Spaltungen des Proteinstoffes wahrend des Erhitzens vor sich 
gehen. 


Wiinscht man zuverliassige Auskiinfte iiber die hier be- 
handelte Frage zu bekommen, dann mu8 man die Koagulation 
in solcher Weise vorgehen lassen, daS8 die Ausscheidung még- 
lichst vollstandig wird; das hei®t zunachst, daB die Wasser- 
stoffionenkonzentration die optimale sein mu8. LEinige in 
dieser Weise teils mit Serum und teils mit Eiereiwei8 aus- 
gefiihrte Versuchsreihen bilden den Hauptinhalt dieser Abhand- 
lung. Wie im experimentellen Teil genauer erwahnt wird, 
haben wir fiir jede einzelne Versuchsreihe erst durch Vor- 
versuche ermittelt, welche Menge der angewandten Sauren 
(Salzsiure, Milchsaéure, Essigsiure oder Schwefelsiure) bei den 
gewahlten Versuchsbedingungen (Proteinkonzentration, Salz- 
gehalt usw.) erforderlich war, um der zu koagulierenden Fliissig- 
keit die optimale Wasserstoffionenkonzentration zu erteilen. 
Beim Hauptversuch wurde die Koagulation dann eben unter 
den optimalen Bedingungen vorgenommen und die Wasserstoff- 
ionenkonzentration sowohl vor als auch nach der Koagulation 
gemessen. 


1) Diese Zeitschr. 18, 336, 1909. 
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Es hat sich bei diesen Versuchen herausgestellt, daB die 
Hitzekoagulation des Proteins immer mit einer Ver- 
minderung der Wasserstoffionenkonzentration der 
Lésung verbunden ist. 

AuBerdem hat sich ergeben, daB die GréBe der Was- 
serstoffionenkonzentrationsinderung von der ange- 
wandten Saiure abhangig ist; im groBen und ganzen ist 
die Anderung um so gréBer, je stirker die benutzte mt | 
Saure ist. at | 

Wie im experimentellen Teil ausfiihrlich besprochen Hl 
werden wird, finden diese Verhiltnisse eine einfache und un- 
gezwungene Erklérung durch die oben angefiihrte Auffassung 
der Optimal-Wasserstoffionenkonzentration als derjenigen Kon- 
zentration der Wasserstoffionen, die der reine Proteinstoff der 
Lésung mitteilt. Die Reaktionsverschiebung wird dem- 
nach einfacherweise als ein Ausschlag der Anderung | 
der Proteinkonzentration der Lésung aufzufassen sein. til 
(Siehe tibrigens S. 428.) 

Im folgenden experimentellen Teil beschreiben wir unter 
Abschnitt A einige Versuchsreihen, die das Verfahren zeigen, 
das von uns befolgt wurde, um die fiir die Koagulation der 
Serum- und der EiereiweiBlésung optimalen Bedingungen fest- 
zulegen. 

Im Abschnitt B wird die Frage nach der Anderung der 
Wasserstoffionenkonzentration wahrend der Koagulation be- 
handelt. 

SchlieBlich erwaihnen wir im Abschnitt C ein sonderbares 
und unseres Wissens bisher noch nicht beobachtetes Verhalten 
bei der Hitzekoagulation einer EiweiBlésung, und teilen einige 
diesbeziigliche Versuchsreihen mit. Wahrend das Serum schon 
nach */, bis */,stiindigem Erhitzen in siedendem Wasser voll- 
standig auskoaguliert ist, so verhalten sich EiweiBlésungen, selbst 
unter den giinstigsten Koagulationsbedingungen, ganz anders. 
Wenn man, nachdem die erste, reichliche Koagulation statt- ' 
gefunden hat, fortfihrt, die Fliissigkeit mit dem Gerinnsel 
weiter zu erhitzen, so scheidet sich allmahlich mehr und mehr 
aus, bis das Maximum im Laufe einiger Stunden erreicht wird, 
wonach die spaltende und lésende Wirkung der Fliissigkeit auf 
das Gerinnsel dermaBen iiberhand nimmt, da die Menge der 
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nicht koagulierten Stickstoffkérper bei weiterem Erhitzen wieder 
zunimmt. Wird dagegen das bei */,stiindigem Erhitzen 
in siedendem Wasser gebildete Gerinnsel abfiltriert, 
so bleibt das Filtrat bei nochmaliger Erwairmung vollistandig 
oder doch so gut wie vollstandig klar. 


A. Die optimalen Koagulationsbedingungen. 

Eines der Probleme, fiir deren Lésung eine wirklich un- 
anfechtbare Methode zur Wegschaffung koagulabler Proteine 
von der allergréBten Bedeutung sein wird, ist die Frage nach 
dem ,,Reststickstoff des Blutes‘‘. Diese Frage, deren richtige 
Beantwortung unter anderem fiir das Versténdnis der ganzen 
Stickstoffumsetzung im Organismus ausschlaggebend ist, ist 
Gegenstand sehr vieler Untersuchungen gewesen; die erhaltenen 
Ergebnisse widersprechen sich aber oft. Das ist nicht zum 
wenigsten den groBen Schwierigkeiten zu verdanken, die sich 
einer quantitativen Trennung der koagulablen und nicht ko- 
agulablen stickstoffhaltigen Bestandteile des Blutes entgegen- 
stellen. Eine nahere Besprechung der diesbeziiglichen Unter- 
suchungen gehért aber nicht hierher, und es wiirde auch zu 
weit fiihren, die bei der Ausscheidung der koagulablen Bestand- 
teile des Blutes von den verschiedenen Forschern befolgte 
Methodik zu beschreiben. Es ist dies auch um so weniger 
notwendig, als H. Hohlweg und H. Meyer vor ein paar 
Jahren in der Einleitung zu ihrer schénen Arbeit: ,,Quanti- 
tative Untersuchungen iiber den Reststickstoff des Blutes‘') 
eine Ubersicht iiber diese Fragen gegeben haben. 

Die von Hohlweg und Meyer selbst benutzte Methode, 
deren Brauchbarkeit sie durch eine Reihe Kontrollbestimmungen 
bewiesen, war seinen Hauptziigen nach die folgende. Es wurde 
Serum mit einem Gemisch gleicher Teile 1°/,iger Essigséure 
und 5°/,iger primirer Kaliumphosphatlésung so lange versetzt, 
bis die Reaktion Lackmus gegeniiber sauer wurde, wihrend sie 
gegen Kongo noch neutral blieb; dann wurde mit Wasser und 
gesattigter Kochsalzlésung verdiinnt und koaguliert. Gewoéhn- 
lich wurden 50cem Serum mit 50 ccm des Gemisches von Essig- 
siure und Kaliumphosphat versetzt und mit 300 ccm Wasser 
und 400ccm gesattigter Kochsalzlésung verdiinnt. 


1) Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 11, 381, 1908. 
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Das Verfahren ist mit den gewdhnlichen Nachteilen der 
Koagulationsmethoden behaftet, die mit dem groBen Salzgehalé 
der Lésung und mit der unsicheren Bestimmung der optimalen 
Menge des Sauerungsmittels in Zusammenhang stehen. Das 
Sauerungsmittel ist zwar von einer solchen Beschaffenheit ge- 
wahlt worden, daB ein kleiner UberschuB kaum von wesentlicher Be- 
deutung sein kann ; auf der anderen Seite aber ist die Bestimmung 
des ,,Wieviel“‘ weit davon entfernt, scharf zu sein. Hohlweg 
und Meyer machen selbst ausdriicklich darauf aufmerksam 
(I. c. 8. 387): ,,Der Spielraum vom Auftreten der sauren Re- 
aktion gegen Lackmus bis zum Auftreten einer Kongoreaktion 
ist allerdings ein ziemlich groBer, somit die Bezeichnung ,gegen 
Lackmus sauer, gegen Kongo noch neutral‘ keine sehr scharfe.“ 

Um diese Sachlage etwas niher zu beleuchten, werden 
wir die Einzelheiten einer von uns ausgefiihrten Versuchsreihe 
mit Pferdeblutserum anfiihren: 

Zu 20ccm Serum wurde unter Umriihren das von Hohl- 
weg und Meyer empfohlene Gemisch von 1°/,iger Essigsaiure 
und 5°/,iger Kaliumphosphatlésung getropfelt. 

Nach Zusatz von 3ccm war die Reaktion gegen Lackmus- 
papier schwach sauer, von 4 ccm ausgesprochen sauer, von 
6 ccm stark sauer und von 10 ccm sehr stark sauer; aber 
selbst nach Zugabe von 50 ccm der Essigséure-Phosphatmischung 
war die Reaktion des Serums nicht sauer gegen Kongopapier. 
Das ist an und fiir sich ganz natiirlich, wenn man sich er- 
innert, daB Kongo in Gegenwart genuiner Proteine ein ganz 
unbrauchbarer Indicator ist ;') es zeigt aber gleichzeitig die der 
Festlegung der optimalen Menge des Séuerungsmittels anhaftende 
Unsicherheit. 

Wir machten sodann eine Reihe Koagulationsversuche 
genau mit den von Hohlweg und Meyer angewandten Ver- 
diinnungsverhaltnissen. In Kolben von Jenaglas wurden ge- 
bracht 20 ccm Serum, a ccm der Essigséure-Phosphatmischung, 
(140—a) ccm Wasser und 160 ccm gesittigte Chlornatrium- 
lésung. Dann wurde in siedendem Wasser 15 Minuten koaguliert, 
wonach die Kolben in kaltes Wasser gestellt wurden; am 
folgenden Tage wurde filtriert und der Gesamtstickstoff in 





1) Siehe diese Zeitschr. 21, 217, 1909. 
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200 com des Filtrats nach Kjeldahl bestimmt. Hinsichtlich 
der in jedem einzelnen Versuche angewandten Menge des Essig- 
siure-Phosphatgemisches war die Tatsache fiir uns maSgebend, 
daB eine Zugabe von 10 ccm des Gemisches hinreichte, um 
dem Serum eine sehr stark saure Reaktion gegen Lackmus zu 
erteilen, und da andernteils Hohlweg und Meyer gleiche 
Raumteile von Serum und Séuerungsgemisch als fiir gew6hnlich 
passend angeben. Da das Erhitzen aller Kolben zu gleicher 
Zeit und unter gleichen Umstanden vor sich ging, so ist die 
Verdampfung des Wassers wahrend der Koagulation fiir den 
Vergleich ohne Belang; eine Kontrollwaigung hat iibrigens ge- 
zeigt, daB in jedem Versuche etwa 4g Wasser verdampft 
waren. Die Versuchsresultate gehen aus der Tabelle I hervor; 
beim Ausrechnen der Zahlen des letzten Stabes ist auf das ver- 
dampfte Wasser Riicksicht genommen, dagegen aber nicht, weder 
hier noch bei spiteren Versuchen, auf das Volumen des Gerinnsels. 

Aus der Tabelle I ist zuniichst ersichtlich, daB 10 ccm 
(Versuch Nr. 1) des Essigsiure-Phosphatgemisches bei weitem 
nicht hinreichen, um die optimalen Koagulationsbedingungen 
zuwege zu bringen; trotzdem, wie oben erwahnt, eine solche 
Zugabe dem Serum eine sehr stark saure Reaktion Lackmus- 
papier gegeniiber erteilt. Ja, selbst nicht das von Hohlweg 
und Meyer benutzte Verhiltnis, gleiche Raumteile Serum und 
Saéuerungsgemisch (Versuch Nr. 5), gibt die optimalen Be- 
dingungen; diese werden erst mit der Anwendung von 23 ccm 
der Essigsiure-Phosphatmischung erreicht. 

Tabelle I. 


Koagulation von Serum nach Hohlweg und Meyer. 
20 com Serum: 233,0 mg Gesamtstickstoff. 





‘# RX Gesamtstickstoff der nicht 
koagulierten Stoffe_ 
in 200 ccm 


Angewandte Menge (a) 
Versuchs- |der Essigsiure-Phosphat- 
nummer mischung des Filtrats ‘in 20 ccm Serum 


ccm mg | mg 


i 


10 5,59 8,83 
14 4,7 7,57 
17 4,84 7,65 
19 4,76 7,52 
2 4,73 | 7,47 
21 4,56 7,20 
23 3,95 | 6,24 
25 4,19 6,62 


S82 or Ol 
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Die nachste Frage, die sich dann erhob, war diese: Ist es 
moglich, ohne Salzzusatz, nur mittels passender Siuerung, eine 
ebenso vollstandige Ausscheidung der koagulablen, stickstoff- 
haltigen Bestandteile des Serums zu erreichen als nach dem 
Verfahren von Hohlweg und Meyer? Um diese Frage zu 
beantworten, wurden 3 Versuchsreihen angestellt mit derselben 
Art von Serum als die, die bei der Koagulation nach Hohl- 
weg und Meyer benutzt wurde. 

In 100 - Kubikzentimeter -MeBkolben wurden abpipettiert 
je 20 ccm Serum, a cem Saure (Salzsdure, Schwefelséiure oder 
Essigséure) nebst (55— a) ccm Wasser. Danach wurde genau 
15 Minuten in siedendem Wasser erhitzt und die Kolben nach- 
her in Wasser gekiihlt; nach Stehenlassen bis zum niachsten 
Tag wurde mit Wasser bis zur Marke verdiinnt und dann 
nach gutem und wiederholtem Schiitteln und erneuertem Stehen- 
lassen nach 3 bis 4 Stunden filtriert. Der Gesamtstickstoff 
wurde in 50 ccm des Filtrats nach Kjeldahl bestimmt. Die 
Ergebnisse sind in der Tabelle II zusammengestellt. 


Tabelle II. 
Koagulation von Serum nach Zugabe von Salzsaure, bzw. 
Schwefelséure oder Essigsaure. 
20 com Serum: 233,0 mg Gesamistickstoff. 





Angewandte | Gesamtstickstoff der nicht koagulierten Verbindungen 
Menge (a) von |—————__—- - 
Salzsiure, bzw.| in 50 ccm des Filtrats | in 20 com Serum nach 
Schwefelsaure nach Sauerung mittels Sauerung mittels 
oder Essigsiiure} Salz- |Schwefel-| Essig- | Salz- Schwefel-| Essig- 
in0,1 n-Lésung| siure | siure | siure | siure | siure | sdure 


- SS... SE. 2S. Oe me 


4,05 
3,54 
3,23 
3,18 
3,15 
3,23 
3,31 
3,45 














8,10 
7,08 
6,52 6,46 
6,54 6,36 
6,70 6,30 
6,70 6,46 
6,92 6,62 
7,96 6,90 


AOHMd1 
Besss 























Aus der Tabelle ist zunachst zu ersehen, daB es méglich 
ist, durch einfache Sauerung und Koagulation bis auf praktisch 
genommen ebenso kleine Werte des Gehalts an nicht koagu- 
lablen Stickstoffkérpern herunter zu kommen, als mittels des 


1) Unvollstandige Koagulation. 
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Verfahrens nach Hohlweg und Meyer: ja, die Optimalzone 
scheint sogar, besonders bei Anwendung von Essigsaure, breiter 
zu sein als beim Versuche nach Hohlweg und Meyer. In 
jedem Falle miissen die optimalen Bedingungen experimentell 
ermittelt werden. 

Die optimale Saéuremenge ist in den hier besprochenen 
Versuchen ungefaihr die gleiche bei jeder der 3 Saéuren; wir 
machen auf dieses Verhaltnis aufmerksam, weil wir sonst alles 
ubrige gleich, immer die optimale Séuremenge der Essigsiure 
ein wenig gréBer als die der zwei anderen Séuren gefunden 
haben. 

Endlich zeigt die Tabelle deutlich den Unterschied zwischen 
der Wirkungsweise einer starken und der einer schwachen Saure 
(bzw. Salzsiure und Essigsiure; die Schwefelsaéure fiigt sich 
natiirlich dazwischen ein). Ein Defizit des Sauerungsmittels 
— die Versuche 9 und 10 — verursacht einen kleineren Fehler 
bei der Koagulation, wenn Salzsiure, als wenn Essigséure ver- 
wendet wird. Bei einem Uberschu8 von Saéure — Versuche 
14, 15 und 16 — ist das Verhaltnis gerade das umgekehrte: 
wahrend auch nur ein ganz kleiner UberschuB von Salzsaure 
eine geradezu sichtbar unvollstandige Koagulation verursacht, 
geben selbst einige Kubikzentimeter iiberschiissiger Essigsiure 
nur einen geringen Koagulationsfehler. Dieses leicht erklarliche, 
aber wichtige und interessante Verhaltnis haben wir bei zahl- 
reichen Versuchen immer wieder getroffen. 

Nach dem oben beschriebenen Verfahren haben wir stets 
die fiir die Koagulation optimale Saiuremenge ermittelt. Im 
folgenden Abschnitt wird man zahlreiche Beispiele von Ver- 
suchsreihen dieser Art finden, und wir beschrinken uns deshalb 
hier darauf, nur noch ein paar mit EiereiweiB ausgefiihrte 
Reihen anzufiihren, die den EinfluB beleuchten, den ein Zusatz 
von Kochsalz auf den Verlauf der Koagulation ausiibt. 

Fiir jeden Versuch wurden angewandt: 50 ccm etwa 4°/,ige 
Lésung rohen EiereiweiBes'), accm 0,1 n-Salzsiure, nebst, in 
der ersten Reihe, (20—a) ccm Wasser und, in der zweiten 
Reihe, 5 com 2n-Natriumchloridlésung + (15—a) ccm 
Wasser. Das Volumen war somit wahrend der Koagulation 


1) Nach dem iblichen Verfahren hergestellt (siehe diese Zeitschr. 
7, 90, 1907). 
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70 com in beiden Reihen. Es wurde in siedendem Wasser 
15 Minuten koaguliert und iibrigens ganz wie oben beschrieben 
gearbeitet. Die Resultate finden sich in der Tabelle III. 


Tabelle III. 
Koagulation einer Lésung von Eiereiwei8B nach dem Ansauern 
mit Salzséure ohne oder mit Zugabe von Natriumchlorid. 
50 ccm EiweiBlésung: 261 mg Gesamtstickstoff. 





Erste Reihe (ohne Salzzugabe) | Zweite Reihe (mit Salzzugabe) 


| Angewandte Angewandte 


Ver- | Menge (a) . Stickstoff Ver- Menge (a) |. Stickstoff 
suchs- | Salzsaure in ™ — suchs- Salzsiure in | ™ — 
Nr. /| 0,1 n-Lésung = Nr. 0,1 n-Lésung | iltra 


ccm mg ccm mg 


17 9,0 14,58 24 9,0 16,80 
18 9,5 13,54 25 9,5 16,50 
19 10,0 12,21 26 10,0 16,38 
20 10,5 11,95 27 10,5 16,20 
21 11,0 12,51 28 11,0 16,10 
22 11,5 13,76 29 11,5 16,13 
23 12,0 14,69 30 12,0 16,08 
- — _ 31 12,5 16,28 
a — 32 13,0 16,33 


Aus der Tabelle III geht hervor: 

1. daB der Optimalpunkt, der in der ersten Reihe bei 
einem Saurezusatz von 10,5 cem gefunden wird (Versuch Nr. 20), 
durch die Zugabe von Salz gegen die saure Seite hin verschoben 
wird, indem die optimale Saéuremenge in der zweiten Reihe 
gleich 11,5 ccm gesetzt werden mu8 (Versuch Nr. 29). Elektro- 
metrische Messungen haben fiir das Gemisch im Versuch Nr. 20 
eine Wasserstoffionenkonzentration, dem py: == 4,65 entsprechend, 
ergeben, wahrend die Messung fiir den Versuch Nr. 29 
Pu == 4,52 ergab; 

2. daB die Lage des Optimalpunktes in der ersten Reihe 
weit scharfer ausgesprochen ist als in der zweiten; in dieser 
letzteren liegt eher eine Optimalzone vor. Die Salzzugabe be- 
wirkt somit, daB Abweichungen von der optimalen Sauremenge 
von geringerem Belang werden; man ersieht aber zugleich, 

3. daB das Filtrat der zweiten Versuchsreihe weit mehr 
Stickstoff enthalt als das der ersten. Der Zusatz von Salz hat 
somit eine weniger vollstandige oder jedenfalls eine langsamere 
Koagulation bewirkt (vgl. Abschnitt C). 
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B. Die Anderung der Wasserstoffionenkonzentration bei der 
Koagulation. 


a) Schon in der Einleitung sind sowohl die bei diesen Ver- 
suchen befolgte Methode als auch die dadurch erhaltenen Re- 
sultate in Kiirze auseinandergesetzt worden. Zur naheren 
Beleuchtung der Einzelheiten des Verfahrens soll hier 
ein einzelner Versuch ausfihrlich beschrieben werden. 

350 ccm einer ca. 4°/,igen Lésung rohen HiihnereiweiBes 
wurden mit 10 ccm n-Salzsiure versetzt und dann von einem 
Tag bis zum anderen Wasserstoff durchgeleitet, um die Kohlensaure 
auszutreiben. Die Zugabe von Saéure war so gewahlt, daB die 
Konzentration der Wasserstoffionen, die durch elektrometrische 
Messung dem py: = 3,89 entsprechend ermittelt wurde, einer- 
seits dazu ausreichte, daB alle Kohlenséure wirklich ausgetrieben 
werden konnte, andererseits aber doch nicht so groB wurde, 
daB eine wesentliche Acidalbuminbildung durch Stehenlassen 
bei Zimmertemperatur zu befiirchten ware. 

Fiir die so hergestellte Lésung wurden die optimalen Ver- 
suchsbedingungen in der im vorigen Abschnitt erwahnten Weise 
ermittelt. In 100-ccm-MeBkolben wurden abpipettiert je 
50 ccm der sauren EiweiBlésung (13,9 ccm 0,1 n-Salzsaéure ent- 
haltend), accem 0,1 n-Natriumhydroxydlésung und (6 — a) ccm 
Wasser, indem das Fliissigkeitsvolumen bei diesem und den fol- 
genden Versuchen 56 ccm betrug. Danach wurde in sieden- 
dem Wasser 15 Minuten koaguliert und in Wasser abgekiihlt. 
Am nichsten Tage wurde mit Wasser bis auf die Marke 
verdiinnt, nach reichlichem und wiederholtem Schiitteln und 
nochmaligem Stehenlassen nach 3 bis 4Stunden filtriert und der 
Gesamtstickstoff in 50 ccm des Filtrats nach Kjeldahl 
bestimmt. Die Resultate sind in Tabelle IV zusammen- 
gestellt. 

Es erhellt aus der Tabelle IV, daB man die optimalen 
Koagulationsbedingungen in Versuch 2 gehabt hat. Zufolge 
dessen wurde der Hauptversuch folgenderweise angestellt: 
700 com der oben genannten, ca. 4°/,igen EiweiBlésung wurden 
mit 20 ccm n-Salzsaure versetzt und iiber Nacht ein Wasserstoff- 
strom durch die Mischung geleitet. Die Hauptlésung wurde 
dargestellt aus 
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500 cem der sauren, mit Wasserstoff behandelten 
EiweiBlésung, 
41 ,, 0,1 n-Natriumhydroxydlésung, 
19 ,, Wasser, 
zusammen 6560 ccm. 

300 ccm dieser Fliissigkeit wurden durch */,stiindiges Er- 
hitzen in einem mit RiickfluBkiihler versehenen Jenakolben in 
siedendem Wasser koaguliert. Der Kolben wurde vor und nach 
der Koagulation gewogen, der Verlust betrug nur 0,15 g; nach 
der Abkiihlung wurden deshalb 3 Tropfen Wasser zugegeben. 
Nach Abkiihlung, wiederholtem Schiitteln und Stehenlassen bis 
zum nachsten Tage wurde filtriert. 


Tabelle IV. 
Koagulation von EiereiweiBlésung nach Zugabe 
von Salzsaure. 








Angewandte | Zugefiigte, durch Na-| 
Ver- | Menge (a) 0,1 n-Na- |triumhydroxyd nicht) Stickstoff in 50 ccm 
suchs-| triumhydroxyd- neutralisierte 0,1 n- | des Filtrats 
Nr. lésung | Salzsiure (13,9 — a) | 
com ccm | mg 
I 4,6 9,3 13,45 
2 4,1 9,8 11,53 
3 3,6 10,3 12,15 
4 3,1 10,8 14,12 
on P unvollistandige 
6 2,6 11,3 Koagulation 





Die Wasserstoffionenkonzentration wurde in der friiher be- 
schriebenen Weise’) elektrometrisch gemessen, und zwar sowohl 
in der Hauptportion vor der Koagulation, als auch im Filtrat 
nach derselben; der Gesamtstickstoff derselben 2 Lésungen 
wurde ebenfalls nach Kjeldahl bestimmt. 

Die Wasserstoffionenkonzentration vor der Koagulation 
entsprach dem py: = 4,60, die des Filtrats dagegen pq: = 5,21. 
50 com der Hauptlésung enthielten 249 mg N, 

50 ,, des Filtrats ‘es 19,75,, N, 
was 7,93°/, der ganzen Stickstoffmenge entspricht. 

Wir méchten die Aufmerksamkeit darauf lenken, daB im 
Versuch Nr. 2, Tabelle IV, 50 ccm des Filtrats, 28 ccm der 
Hauptlésung entsprechend, 11,53 mg Stickstoff enthielten. Dem- 


1) Diese Zeitschr. 21, 150, 1909. 
Biochemische Zeitschrift Band 31. 7 


es 


ae 
Eons dicsiioan 


ween sees 
SEE RSET Le APO as Be 


Sameaiesiee! 


st 


wie 
aerate rer 2 





ee 


poe 


y 
re eon ee 


Sao an guebipce diane as ag nee One 


410 8. P. L. Sérensen und E, Jiirgensen: 


entsprechend sollten im Hauptversuche, wo keine Verdiinnung 
= == 20,59 mg Stickstoff 
enthalten; es sind indessen nur 19,75 mg gefunden worden. 
Das rihrt, wie direkte Kontrollversuche uns gelehrt haben, 
nicht davon her, daB das bei den Vorversuchen zugesetzte 
Wasser etwas vom Gerinnsel wieder auflést, sondern hat seine 
Ursache in der verschiedenen Koagulationsdauer. In allen Vor- 
versuchen haben wir nur 15 Minuten erwairmt, in den Haupt- 
versuchen dagegen haben wir, der gréBeren Fliissigkeitsmenge 
wegen, */, Stunde erhitzt. Das spielt, wie schon in der 
Einleitung (S. 401) erwahnt worden ist und wie in einem 
folgenden Abschnitt naher erértert werden soll, bei der Koa- 
gulation von EiereiweiB eine Rolle, dagegen aber nicht bei 
derjenigen des Serums. Fiir simtliche im folgenden angefiihrten 
Versuche wird eine einfache Rechnung die Richtigkeit des hier 
Angefihrten bestatigen. 

Ganz wie hier beschrieben, aber mit anderen Eiwei8lésungen 
wurden entsprechende Versuche mit Schwefelsiure bzw. Milch- 
sdure oder Essigsiure als Séiuerungsmittel ausgefiihrt. Die Re- 
sultate der Vorversuche sind in der Tabelle V zusammen- 
gestellt. 


stattfand, 50 ccm des Filtrats 11,53 =< 


Tabelle V. 


Koagulation von EiereiweiBlésung nach der Zugabe von 
Schwefelsaiure, bzw. Milchsiure oder Essigsaure. 





Zugefiigte, 

2 | durch Natrium- 
7, | hydroxyd nicht} 
» | neutralisierte 
al Menge von 0,1 n- 

Schwefel- 
sfure 
(13,9 — a) | 


.|  Zugefiigte, 
& durch Natrium- 
A | hydroxyd nicht 
2 neutralisierte 
© | Menge von 0,1n-| | 


| Essigsdure 


kstoff 
in 50 ccm des 


Stickstoft 
in 50 com des 
Filtrats 


hydroxyd nicht 
neutralisierte 
Menge von 0,1 n-| , 
| Milchséure 
(12,56 — a) 


1c 


Filtrats 


St 
Stickstoff 
in 50 ccm des 
Filtrats 


Versuc 


ccm 


3 
R 





ccm mg 


| 








7,8 | 15,24 ]11! 80 | 1218 

88 | 1414 9,0 11,08 
93 | 13,87 9,5 10,13 |: 
98 | 13,88 10,0 10,03 |2 
10,8 | 14,05 10,5 | 10,25 
on | 110 | 10,95 |— 
- al 120 | 11,75 Pee 


—— 
SSS |\s 


ie 
to to te 
S 


totos 
oes] 


— 


| 10,56 











| | Seose| 


Auf Grund dieser vorliufigen Versuche wurden dann die 
Hauptversuche mit folgenden Lésungen und mit folgenden Er- 
gebnissen ausgefiihrt: 
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Ansauern mittels Schwefelsaure. 
700 ccm einer ca. 4°/,igen EiweiSlésung wurden mit 20 cem 
n-Schwefelsiure versetzt und dann Wasserstoff durchgeleitet. 
Die Hauptlésung bestand aus: 
500 ccm der sauren EiweiBlésung 


43,5 ,, 0,1 n-Natriumhydroxydlésung | Der Optimalpunkt ist in- 


mitten der Versuche Nr. 8 
16,5 99 Wasser j und 9 angenommen 


560 ccm insgesamt. 
Vor der Koagulation py- = 4,68 
Nach ,, a Py = 5,51 
50 cem der Hauptlésung enthielten 244 mg N 
50 ,, des Filtrats 23,9 ,, 


” ” 


(== 9,80°/, des Gesamtstickstoffs). 
Ansauern mittels Milchsaure. 
630 ccm einer ca. 4°/,igen EiweiBlésung wurden mit 90 ccm 
0,2 n-Milchséure versetzt und Wasserstoff durchgeleitet. 
Die Hauptlésung bestand aus: 
500 ccm der sauren EiweiBlésung 
25 ,, 0,1 n-Natriumhydroxydlésung _Optimalpunkt beim 
Versuch Nr. 14 liegend 
35 99 Wasser angenommen 
560 ccm insgesamt. 


Vor der Koagulation py- == 4,69 
Nach ,, os Py: = 4,92 
50 ccm der Hauptlésung enthielten 210 mg N 
50 ,, des Filtrats 15,3 ,, 


”»> ” 


(= 7,29°/, des Gesamtstickstoffs). 
Ansaéuern mittels Essigsaure. 
500 com einer ca. 4°/,igen EiweiBlésung wurden mit 130 ccm 
0,2 n-Essigsiure versetzt und Wasserstoff durchgeleitet. 
Die Hauptlésung bestand aus: 
500 ccm der sauren EiweiBSlésung 


20 ,, 0,1 n-Natriumhydroxydlésung | | Optimalpunkt beim 


Versuch Nr. 20 liegend 
40 ,, Wasser J angenommen 


560 com insgesamt. 
Vor der Koagulation py. == 4,69 
Nach ,, - Py: = 4,76 
50 com der Hauptlésung enthielten 199 mg N 
50 ,, des Filtrats 15,9 ,, 


” ” 


(== 7,99°/, des Gesamtstickstoffs). 
27* 
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Ganz ahnliche Resultate bekamen wir, selbst wenn die 
vorlaufigen Versuche ohne vorhergehende Durchleitung von 
Wasserstoff durch die saure Fliissigkeit ausgefiihrt wurden und 
die Hauptportion wahrend der Wasserstoffdurchleitung nur die bei 
den Vorversuchen ermittelte optimale Siuremenge enthielt. Ein 
Beispiel, in dem Salzsiure als Séuerungsmittel diente, sei angefiihrt. 

Die vorlaufigen Versuche wurden mit 50 ccm ca. 4°/,iger, 
nicht ,,hydrogenisierter EiweiSlésung, a ccm 0,1 n-Salzsaure 
und (20—a) ccm Wasser ausgefiihrt. Das Volumen wahrend 
der Koagulation war somit 70 ccm; es wurde, wie iiblich, auf 
100 ccm aufgefillt und der Gesamtstickstoff in 50 ccm des 
Filtrats bestimmt. Das Resultat der Versuche findet man in 
der Tabelle VI. 


Tabelle VI. 


Koagulation von EiereiweiBlésung nach Zugabe von Salzsaure. 








Ver- | Angewandte Menge | Angewandte Menge Gesamtstickstoff in 
suchs-] (a) 0,1 n-Salzsiure Wasser 50 ccm des Filtrats 
Nr. 


ccm 


com mg 


23 9,5 10,5 12,45 
24 10,0 10,0 11,58 
25 10,5 9,5 11,69 
26 11,0 9,0 12,93 
27 11,5 8,5 13,85 
28 12,0 8,0 14,55 


Der Hauptversuch wurde danach mit der folgenden Lésung 
ausgefiihrt : 
500 ccm ca. 4°/,ige EiweiBlésung 
100 ,, 0,1 n-Salzsaure Optimalpunkt beim 
100 ,, Wasser angenommen 
Durch die Mischung wurde ein Wasserstoffstrom von einem 
Tage bis zum andern geleitet und dann {filtriert. 
Vor der Koagulation py = 4,69 
Nach ,, se Py == 5,36 
50 ccm der Hauptlésung enthielten 189 mg N 
50 ,, des Filtrats 2 Rie 
= 7,46°/, des Gesamtstickstoffs). 
b) Versuche mit EiweiBlésungen, die mittels Dia- 
lyse von Salzen befreit waren. Eine ca. 4°/,ige EiweiB- 
lésung wurde mit Salzsiure bzw. Schwefelsiure oder Essigsiure 
schwach angesiuert und danach im Laufe etwa eines Monats 
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gegen reines, haufig erneuertes Wasser sorgfaltig dialysiert. Als 
Membran diente Pergamentpapier, und um Fiaulnis zu verhindern, 
wurde die Dialyse im Eisschrank vorgenommen und die EiweiB- 
lésung wahrend der Dialyse mit Toluol gesattigt und iiberschichtet. 
Nach Abschlu8 der Dialyse war in der mit Schwefelséiure an- 
gesiuerten Portion keine Schwefelsiure mehr nachweisbar, und 
in der mit Salzsiiure versetzten Portion lieB sich nur eine ganz 
schwache Spur von Salzsiure erkennen. Nach wiederholtem 
Filtrieren verjagte man mittels eines Wasserstoffstroms den letzten 
Rest von Toluol aus den Eiweiflésungen, wonach diese zu ahn- 
lichen Versuchen wie die oben beschriebenen benutzt wurden. 

Die vorlaufigen Versuche wurden mit 50 ccm EiweiBlésung, 
a ccm 0,1 n-Siéure (bzw. Salzsiure, Schwefelséure oder Essig- 
sdure) nebst (15— a) ccm Wasser angestellt. Das Volumen 
wahrend der Koagulation war somit 65 ccm; wie iiblich wurde 
bei den vorlaiufigen Versuchen 15 Minuten, bei den Havpt- 
versuchen aber '/, Stunde erhitzt. Gleichfalls, wie iiblich, 
wurde nach dem Koagulieren auf 100 cem verdiinnt und der 
Gesamtstickstoff in 50 ccm des Filtrats bestimmt. 

Die Resultate der vorlaufigen Versuche sind in der Ta- 
belle VII zusammengestellt. 

Tabelle VII. 


Koagulation einer mit Salzsiure, bzw. Schwefelsiure oder 
Essigsiure versetzten, salzarmen EicreiweiBlésung. 








Geox 8 » S } oleae 
S55 3883 i“ Te Gesamt- Heese 
ry go's “23s “ aE 5 stickstoft - ca ees 
Son 886 nial 4 5%% in 50 cem|S Feu Zts 
E & 2 din . Bemerkung : ge pe g Ee Eo 
Sas“ eses S <2 | Filtrats |& «a o> 
S > > » 

ccm | mg ecm mg ccm) mg 
9' 20 — |Wegen Siurespaltung}37 3,5 filtrierte [44 5,0 7,67 

sehr unvollstandige sehr 
Koagulation langsam 
30 =—(1,7 7,35 filtrierte gut 58) 3,0 9,35 45, 4,5 7,25 
31 1,4 6,95 Ifiltrierte besonders gut!39 2,5 8,77 146 4,0 7,25 
und schnell 
32} 1,1 8,65 | filtrierte ziemlich gut}40, 2.0 | 8,70 {47 3,5 7,33 
33. 0,8 G,15 fiitrierte langsam [41]! 1,5 | 9,87 48 3,0 7,77 
340 0,5 — |filtrierte sehr langsam|42) 1,0 10,65 49| 2.5 8,55 
35, 90,2 —  flie8 sich beinahe nicht!43' 0,5 koagulierte]50 2,0 9,50 
filtrieren nicht 
36 (0,0 — do. —_— — — 51 1,0 10,97 
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Mit diesen Vorversuchen als Grundlage wurden dann die 
Hauptversuche ausgefiihrt. 


Ansaéuern mittels Salzsaure. 
Die Hauptlésung bestand aus: 
500 ccm salzarmer Eiweiblésung 
14 ,, 0,1 n-Salzsaure Res 
136 ,, Wasser 


650 ccm insgesamt. 


Optimalpunokt 
im Versuch Nr. 31 
J liegend angenommen 


Durch die Lésung wurde iiber Nacht ein Wasserstoffstrom 
geleitet. 
Vor der Koagulation 


Nach 


” Pu — 5,45 
50 ccm der Hauptlésung enthielten 126 mg N 
50 ,, des Filtrats - Rae a * 


(== 7,36°/, des Gesamtstickstoffs) . 


” 


Ansaéuern mittels Schwefelsaéure. 
Die Hauptlésung bestand aus: 


500 ccm salzarmer EiweiBlésung 


22.5 ,, 0,1 n-Schwefelsaéure Optimalpunkt in der Mitte 
, zwischen den Versuchen Nr. 39 
127,5 ,, Wasser 


und 40 angenommen 
650 ccm insgesamt. 


Uber Nacht wurde ein Wasserstoffstrom durch die Lésung 
geleitet. 


Vor der Koagulation py = 4,71 
Nach ” ” Pr: == §,25 
50 ccm der Hauptlésung enthielten 142 mg N 


50 ,, des Filtrats s 11,45 ,, ,, 
(= 8,06°/, des Gesamtstickstoffs) . 


Ansauern mittels Essigsaure. 
Die Hauptlésung bestand aus: 


500 com salzarmer EiweiSlésung 
40 ,, 0,1 n-Essigsiure Optimalpunkt beim 
Versuch Nr. 46 
angenommen 


110 ,, Wasser 


650 ccm insgesamt. 
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Uber Nacht wurde ein Wasserstoffstrom durch die Lésung 
geleitet. 
Vor der Koagulation py- = 4,73 
Nach ,, a Py = 4,78 


50 ccm der Hauptlésung enthielten 135 mg N 
50 °° des Filtrats ” 9,46 ” oO 
(= 7,01°/, des Gesamtstickstoffs) 


Die mitgeteilten Stickstoffbestimmungen der Hauptlésungen 
zeigen, daB hier etwas schwiachere EiweiBlésungen vorliegen als 
diejenigen, mit denen die friiher erwaihnten Versuche gemacht 
wurden; selbst mit gebiihrender Riicksicht darauf ist es aber 
aus der Tabelle VII deutlich zu ersehen, wie klein die Saure- 
mengen sind, die hinreichen, um salzarmen EiweiBlésungen die 
optimalen Koagulationsverhaltnisse zu verleihen. Ebenfalls sieht 
man — natiirlich besonders deutlich bei den Versuchen mit 
Salzsiure — wieviel kleine Anderungen in den zugefiigten Saure- 
mengen fiir den Verlauf der Koagulation bedeuten. 

c) Versuche mit EiweiBlésungen verschiedener 
Konzentration. Es wurden 3 Versuchsreihen ausgefiihrt. Bei 
allen Vorversuchen war das Volumen wahrend der Koagulation 
70 ccm, die Mischung war aber in der ersten Reihe herge- 
stellt aus: 

50 ccm 4°/,iger EiweiBlésung, 
a ,, 0,1 n-Salzsaure, 
(20—a) ,, Wasser, 


in der zweiten Reihe aus: 
25 ccm 4°/,iger EiweiBlésung, 


a ,, 0,02 n-Salzsaure, 
(45—a) ,, Wasser, 


in der dritten Reihe aus: 
10 com 4°/,iger EiweiSlosung, 


a ,, 0,02n-Salzsaure, 
(60—a) ,, Wasser. 


Ubrigens war das Verfahren das gewohnliche; die Ko- 
agulationsdauer war 15 Minuten. Die Ergebnisse sind in der 
Tabelle VIII zusammengestellt. 
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Tabelle VIII. 
Koagulation von EiereiweiB in verschiedener Konzentration; 
Ansauern mittels Salzsaure. 





50 com EiweiBlésung 25 ccm Eiweiblésung 10 cem EiweiBlésung 


Angew. — Gesamt- Angewandte | Gesamt- 
Menge (a) stickstoff Menge stickstoff 


x . in 50 ccm) _] es in 50 ccm 
Salzsaure des (a) Salzsiure ep 


0,1 n-Saiure Futrats 0,02 n-Saure Fitrats 
ccm mg mg 


Angewandte Gesamt- 
Menge stickstoff 

(a) Salzsiure)'™ 50 cem 

| Filtrats 


= 
° 
8 
E 
3 


, 


Versuchs-Nr, 


oz ccm ; mg 
oh aaieeoes : = 
52 9,0 14,58 7,92 
53 9,5 13,54 ‘ 7,34 
54 10,0 12,21 23,75 6,72 
55 10,5 11,95 25,00 6,59 
56 11,0 12,51 26,25 6,93 
57 11,5 13,76 | 64 27,50 7,29 
58 12,0 14,69 _ — 





80 | 3,26 
85 | 3,15 
90 | 2,98 
9,5 2,85 
10,0 2,96 
105 | 3,33 


tetas ef + 


STIAADARS || -N 
| 288388 | Versuchs-Nr. 








Auf diesen Vorversuchen fu8end wurden dann die Haupt- 
versuche ausgefiihrt. 


Die Hauptlésung des ersten Versuchs bestand aus: 
250 com ca. 4°/,iger EiweiBlésung 
625 ,, 90,1 n-Salzsaure | Optimalpunkt beim 
47,5 ,, Wasser 
350 com insgesamt. 


Ober Nacht wurde Wasserstoff durch die Lésung geleitet. 
Koagulationsdauer: */, Stunde. 
Vor der Koagulation py. = 4,65 
Nach ,, < Py: == 5,32 
50 com der Hauptlésung enthielten 186 mg N 
50 ,, des Filtrats a 3. 
(= 7,73°/, des Gesamtstickstoffs). 


Versuch Nr. 55 
j angenommen 


Die Hauptlésung des zweiten Versuchs bestand aus: 


100 ccm ca. 4°/,iger EiweiBlésung 
20 ,, 0,1 n-Salzsiure | Optimalpunkt beim 


Versuch Nr. 62 
160 ,, Wasser j angenommen 


280 com insgesamt. 


Behandlung mit Wasserstoff und Koagulation wie oben. 


Vor der Koagulation py.= 4,72 
Nach ,, “ Py: == 5,41 
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50 ccm der Hauptlésung enthielten 93,2 mg N 
50 ,, des Filtrats - te ns ts 
(== 8,56°/, des Gesamtstickstoffs). 


Die Hauptlésung des dritten Versuchs bestand aus: 
50 ccm ca. 4°/,iger EiweiBlésung 
47,5 ,, 0,02 n-Salzséure \ Optimalpunkt beim 
* Versuch Nr. 68 
252.5 ,, Wasser 


angenommen 
350 ccm insgesamt. 


Wasserstoffbehandlung und Koagulation wie oben. 
Vor der Koagulation py. = 4,94 
Nach ,, = Pu = 6,31 
50 ccm der Hauptlésung enthielten 37,3 mg N 
50 ,, des Filtrats is SOP is <i 
(= 10,67°/, des Gesamtstickstofis). 


Aus der Tabelle VIII sowie auch aus den Ergebnissen der 
Hauptversuche crhellt: 

1. DaB die optimale Siuremenge der angewandten Menge 
EiweiBlésung nicht véllig proportional ist, sondern ein klein 
wenig starker als die Proteinkonzentration wichst. 

2. Damit iibereinstimmend ist die fiir die Koagulation 
optimale Wasserstoffionenkonzentration gréBer, py: somit kleiner, 
bei starken als bei schwachen EiweiBlésungen (siehe S. 433). 

3. Die Menge der nicht koagulierten Stickstoffverbindungen 
wachst nicht ganz proportional mit der Konzentration der 
Eiwei8lésung, sondern wird bei den schwachen Lésungen ver- 
haltnismaBig am gréften gefunden. 

d) Versuche mit Pferdeblutserum. SchlieBlich mégen 
noch ein paar Versuchsreihen angefiihrt werden, in denen Pferde- 
blutserum zur Anwendung gekommen ist. In der einen Reihe 
wurde ein durch Haimoglobin etwas gefairbtes Serum und Salz- 
siure als Siuerungsmittel angewandt; in der anderen wurde ein 
rein gelbes Serum benutzt und mit Essigsiure angesdiuert. Bei 
den vorlaiufigen Versuchen wurde in beiden Reihen 40 ccm 
Serum, a ccm 0,2 n-Salzsaure oder Essigsiure nebst (30 — a) ccm 
Wasser gebraucht. Das Volumen wahrend der Koagulation war 
somit 70cem. Das Verfahren sonst wie iiblich. Das Ergebnis 
der Vorversuche findet sich in der Tabelle IX (siehe 8. 418) zu- 
sammengestellt. 
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Tabelle IX. 
Koagulation von Pferdeblutserum nach Zugabe von Salz- 
siure bzw. Essigsaure. 





Ver. |Angewandte |Gesamtstick-| y,. | Angewandte | Gesamtstick- 
ont ‘Menge 0,2 n- stoff in50ccm onghe. ‘Menge 0,2 n- stoff in 50ccm 
a | Salzsaure | des Filtrats Nr |Essigsaiure| des Filtrats 

tii ccm mg ~ | 


6 12,97 78 
7 10,80 79 
8 8,78 80 
9 81 
10 82 
11 83 
12 84 6,24 


Auf Grund dieser Vorversuche wurden dann die Haupt- 
versuche ausgefiihrt. 





Ansaéuern mittels Salzsaure. 
Die Hauptlésung bestand aus: 
200 com Serum 


62,5 ,, 0,2 n-Salzsaure | Die Mitte zwischen den Ver- 
» suchen Nr. 75 und 76 als 
97,5 9 Wasser J Optimalpunkt angenommen 


350 ccm insgesamt. 


Durch die Lésung wurde iiber Nacht Wasserstoff geleitet. 
Vor der Koagulation py: == 4,66 
Nach ,, - Pu: = 5,25 
50 ccm der Hauptlésung enthielten 326 mg N 
50 ,, des Filtrats " IOS 
(== 3,31°/, des Gesamtstickstofis). 


Ansaéuern mittels Essigsaéure. 
Die Hauptlésung bestand aus: 
250 com Serum 


106 ,, 0,2 n-Essigsiure ) Die Mitte zwischen den Ver- 
suchen Nr. 80 und 81 als 
81 ,, Wasser 


Optimalpunkt angenommen 
437 ccm insgesamt. 


Uber Nacht wurde ein Wasserstoffstrom durch die Lésung 
geleitet. 
Vor der Koagulation pg: = 4,68 
Nach ,, os Pu == 4,80 
50 cem der Hauptlésung enthielten 284 mg N 
50 ,, des Filtrats a _S eee 
(== 3,03°/, des Gesamtstickstoffs). 
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e) In der Tabelle X sind die Ergebnisse simtlicher in 
diesem Abschnitt beschriebenen Versuche eingetragen worden. 

Man ersieht aus den im dritten Stab der Tabelle auf- 
gefiihrten Werten von py, daB die fiir die Koagulation 
optimale Wasserstoffionenkonzentration einigermaBen 
konstant ist und wesentlich gréBer als diejenige 
Wasserstoffionenkonzentration, die nach den Unter- 
suchungen von L. Michaelis, P. Rona und P. Mostynski 
(S. 398) dem isoelektrischen Punkt des Serumalbumins 
entspricht. Dieselbe wird namlich in der letzten Arbeit von 
L. Michaelis und P. Rona’) gleich 0,3 >< 10°, pq- = 5,52 ent- 
sprechend, angegeben (siehe iibrigens S. 432). 

Wie schon in der Einleitung (siehe 8. 398) erwihnt, variiert 
der Wert des pq: ein wenig mit der Konzentration der Protein- 
lésung, indem pg: desto gréBer ist, je schwacher die betreffende 
Proteinlésung ist; besonders aufklirend in dieser Beziehung 
sind die drei Versuche, die mit derselben EiweiBlésung, aber in 
verschiedener Verdiinnung, ausgefiihrt sind. AuBerdem ist der 
optimale Wert des py: fiir die dialysierten, salzarmen Lésungen 
durchgehends etwas gréBer gefunden als fiir die nicht dialysierten, 
salzreichen; doch ist der Unterschied nicht gréBer, als da8 er 
sich durch den kleinen Proteingehalt der dialysierten Lésungen 
erklaren l48t. Zieht man indessen auch noch die im SchluB 
des vorigen Abschnitts (siehe S. 407) erwaihnten Versuche mit in 
Betracht, so kann es wohl keinem Zweifel unterliegen, da8 ein 
Zusatz von Salz die fiir die Koagulation optimalen Wasserstoff- 
ionenkonzentration ein wenig gegen die saure Seite hin ver- 
schiebt, so daB pq: fiir salzreiche Lésungen niedriger als fiir 
salzarme gefunden wird. 

Die hier erwihnten Abweichungen der gefundenen Optimalwerte 
des py. untereinander sind zwar nur klein, riihren aber doch sicherlich 
nicht von Versuchsfehlern her. Man muB sich immerhin erinnern, daB 
die Messung der Wasserstoffionenkonzentration bei 18° vorgenommen, 
wahrend die Koagulation bei 100° ausgefiihrt wurde. Da die Anderung 
der Wasserstoffionenkonzentration durch Erhéhung der Temperatur 
von 18° auf 100° héchstwahrscheinlich sowohl von der Konzentration 
der Proteinlésung als auch vom Salzgehalt der Lésung abhingig ist, so 
haben wir hier eine Fehlerquelle, iiber deren Bedeutung die von uns 
gemachten Versuche keine Auskunft geben. Wir sind aber doch der 





1) Diese Zeitschr. 27, 38, 1910. 
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Tabelle 
Ubersicht tiber die Anderung der Wasserstoff- 





Die Wasserstoff- 
ionen- 
Di konzentration 
ie 2 é 


Die angewandte Proteinlésung angewandte | vor der |nach der 
Saure Koagu- | Koagu- 
lation lation 


EiereiweiBlésung (nicht dialysiert) . . . ‘ Salzsdure 
” | eae a ” 


( , * 


( 

(» ” 
(dialysiert) , "i 

(nicht dialysiert) . . . | Schwefelsaure 
(dialysiert) cae n 

(nicht dialysiert) . ee Milchsaure 
. sf ) ome A Essigsaure 
(dialysiert) 2 ie . a 


; 


} 


Pferdeblutserum (rétlich, nicht dialysiert) . . Salzsaure 5,25 
. (gelb, » »  ). -| Essigsiure 4,80 








Ansicht, daB die genannten Variationen im Optimalwerte des py. nicht 
einer Fehlerquelle der Methode zuzuschreiben sind, sondern, wie es im 
folgenden des naheren erwaihnt werden wird, vielmehr im wesentlichen 
auf die Konzentration der Proteinlésung zuriickzufiihren sind (siehe S. 428). 

Was den Gesamtstickstoff im Filtrat nach der Ko- 
agulation anlangt, so haingt die absolute Menge natiirlich 
vom Gesamtstickstoff vor der Koagulation ab, das Verhiltnis 
zwischen den beiden ist aber in allen Versuchen mit Eiereiwei8 
(Koagulationsdauer: */, Stunde) einigermassen dasselbe, indem 
namlich ersterer 7 bis 8°/, vom letzteren betrigt (Tabelle X, 
vorletzter Stab). Nur in denjenigen Versuchen, in denen mit 
Schwefelsaure angesiuert wurde oder die Proteinkonzentration 
ganz klein ist, ist die prozentische Menge nicht auskoagulierter 
Stickstoffverbindungen ein wenig gréBer gefunden worden. Die 
dialysierten Lésungen haben immer einen kleineren Stickstoff- 
gehalt im Filtrate gegeben als die nicht dialysierten; das riihrt 
zweifellos nur zum Teil davon her, daf nicht koagulable Stick- 
stoffkérper wegdialysiert sind, eher aber davon (man vergleiche 
die Versuche 8. 407), daB die Koagulation in salzreichen Lésungen 
weniger vollstandig oder jedenfalls weniger schnell verliuft als 
in salzarmen. 
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X. 


ionenkonzentration waihrend der Koagulation. 





Milligramm 
Stickstoff 
in 50 ccm 


der | des - Bemerkung 
Lésung | Filtrats 
vor nach 
der Ko- der Ko- 
aguiat. agulat. 


a b 


249,0 | 19,75 93 | Wasserstoffdurchleitung nach Zugabe iiberschiissiger Saure 
189,0' 14,10 - . » d. optimal. Siuremenge 


"93.2 | "2a | do. (diese 3 Lésungen wurden aus derselben EiweiB- 


37.3| 3.98 { losung hergestellt) 
126,0| 9,27 } |Wasserstoffdurchleitung nach Zugabe d. optimal. Siuremenge 
244,0 | 23,90 pe i »  luberschiissiger Séiure 
142,0| 11,45 i a » 4d. optimal. Siuremenge 
210,0 | 15,30 * » »  lberschiissiger Saure 
199,0 | 15,90 ” n n ” 
135,0| 9,46 " = » 4d. optimal. Siuremenge 


326,0 | 10,80 : . , ee " 
284,0 | 8,60 ” ” ” ” ” ” 








Im Serum ist die Menge der nicht koagulablen oder nicht 


koagulierten Stickstoffverbindungen geringer als im EiereiweiB. 


Was endlich die Verschiebung der Wasserstoffionen- 
konzentration wahrend der Koagulation betrifft, so zeigt 
ein Vergleich des py: im dritten und vierten Stab der Tabelle, 
daB dieselbe in denjenigen Versuchen, in denen mittels der 
starken Sauren, Salzsiure oder Schwefelsiure, angesiiuert wurde, 
weit gréBer ist als in den Versuchen mit Milchsiure oder 
Easigsaure. 

Wir haben eine Erklarung dieses sonderbaren Ver- 
haltens durch die Annahme versucht, daB bei der 
Koagulation nicht reines Protein, sondern ein Salz des 
Proteins mit der angewandten Saure ausgeschieden 
wird. Wenn diese Annahme richtig ware, dann wire natiir- 
lich zu erwarten, daB der Umfang dieser Salzbildung desto 
groéBer sein wiirde, je starker die jeweilige Saéure ist. Aus 
dem unten beschriebenen Versuch, in dem mit Salzséure an- 
gesiuert wurde, ersieht man indessen, dab wir die Richtigkeit 
dieser Annahme nicht experimentell haben beweisen k6nnen; 
im Gegenteil, der Versuch zeigt, daB einer dialysierten, 
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salzarmen, mit der optimalen Menge Salzsaéure an- 
gesauerten Lésung von EiereiweiB meBbare Mengen 
von Salzsiure durch die Koagulation nicht entzogen 
werden. Durch die Koagulation wird demnach — in guter 
Ubereinstimmung mit den von Michaelis, Rona und Mo- 
stynski entwickelten Anschauungen — nur das Protein selbst 
ausgeschieden. 

Fiir den Versuch wurde eine durch langdauernde Dialyse gereinigte 
EiereiweiBlésung angewandt, die in 50 ccm 372 mg Stickstoff enthielt. 
Die fiir die Koagulation optimale Salzsiuremenge wurde wie gewéhnlich 
ermittelt, und danach wurde der Hauptlésung die folgende Zusammen- 
setzung gegeben: 

300 cem dialysierter EiweiBlésung, 
30,5 ,, 0,1 n-Salzsaure, 

89,5 ,, Wasser, 

420 ccm insgesamt. 

Die Lésung wurde in einem mit RiickfluBkihler versehenen Kolben 
von Jenaglas durch Erhitzen in siedendem Wasser koaguliert. Es wurde 
1 Stunde erwairmt, um eine groBe Verschiebung der Wasserstoffionen- 
konzentration zu erhalten, und damit iibereinstimmend wurde gefunden: 


vor der Koagulation py. = 4,79, 
nach ,, os Pu: 6,02. 


100 ccm des nach Stehenlassen und Filtrierung erhaltenen Filtrats 
wurden mit 5ccm 0,4 n-Barytlésung versetzt und die alkalische Fliissig- 
keit in einer Platinschale zur Trockne eingedampft. Der organische 
Verdampfungsriickstand wurde bei einer méglichst niedrigen Temperatur 
gegliiht und der Gliihriickstand mit Wasser ausgelaugt. Die Chlor- 
menge der erhaltenen Lésung wurde nach Volhard titrimetrisch 
ermittelt. Wir fanden in dieser Weise in 100ccm Filtrat eine Chlor- 
menge, die 

a) 7,19 com 0,1 n-Salzsaure, 
b) 7,20 ,, 90,1 ” 
entsprach, wihrend die berechnete Menge 


30,5 >< 100 
420 


ist (ohne Riicksicht auf das Volum des Gerinnsels). 


= 7,26 ccm 0,1 n-Salzsiure 


Ein Kontrollversuch wurde gemacht, indem eine Mischung von 
30,5 cem 0,1 n-Salzsiure und 
389,5 ,, Wasser 


420 ccm insgesamt 





in einem Jenakolben wiahrend 1 Stunde, wie oben erwahnt, erhitzt wurde, 
wonach 100 com der Mischung mit 5 cem 0,4 n-Bariumhydroxydlésung 
eingedampft und der Riickstand iiber derselben Gasflamme und ebenso 
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lange Zeit wie im Hauptversuch gegliiht wurde. Im Glihriickstand 
fanden wir eine Chlormenge, die 

a) 7,20cem 0,1 n-Salzsaure, 

b) 7,22 ,, 0,1 ” 
entsprach, somit dieselbe Menge wie in 100 ccm des Filtrats. 

Wir miissen darauf aufmerksam machen, daB es nicht méglich ist, 
den Chlorgehalt des Filtrats genau nach Volhard ohne vorhergehendes 
Weggliihen des organischen Stoffes zu ermitteln, indem ein Teil des 
Silberchlorids, selbst auch bei Fallung in ziemlich stark salpetersaurer 
Flissigkeit, in kolloidalem Zustand in Lésung bleibt. Aus demselben 
Grund darf man sich nicht darauf verlassen, daB eine Proteinlésung 
absolut chlorfrei ist, auch wenn sie, mit Salpetersire angesiuert, mit 
Silbernitrat keine Triibung gibt. Endlich muB8 man sich vergegenwirtigen, 
daB das Weggliihen der stickstoffhaltigen Kohle in Gegenwart von Barium- 
hydroxyd méglicherweise zur Bildung von Cyaniden AnlaB geben kann. 

Es wurden deshalb 50 ccm der urspriinglichen, zur Herstellung der 
Hauptlésung benutzten EiweiBlésung, die sich bei der gewohnlichen Probe 
mittels Salpetersiure und Silbernitrat als véllig chlorfrei erwiesen hatten, 
mit 5 ccm 0,4 n-Bariumhydroxydlésung eingedampft, und der Riickstand 
wurde auf dieselbe Weise, in derselben Schale und iiber derselben Gas- 
flamme gegliiht, die beim Hauptversuche benutzt worden waren und 
weiter behandelt. Der wiisserige Auszug des Glihriickstands gab mit 
Salpetersiure und Silbernitrat eine schwache, aber deutliche Triibung. 
Ob diese von Cyanid oder von Chlorid herriihrte, konnte nicht ermittelt 
werden; die Menge war aber jedenfalls so geringfiigig, daB eine so ge- 
tinge Cyanidbildung oder ein so niedriger Chlorgehalt keinen EinfluB auf 
die Beweiskraft der oben erwiihnten Versuche ausiiben kann. 

In der schon in der Einleitung erwahnten Abhandlung’) 
betonen Michaelis und Rona zu wiederholten Malen stark, 
da8 eine Abgabe von Kohlenséure wahrend der Ko- 
agulation eine Reaktionsanderung in alkalischer Rich- 
tung bewirken werde. Auch wir haben selbstverstandlich 
diesen Umstand mit in Betracht gezogen, weshalb wir mit Lé- 
sungen gearbeitet haben, die nach langdauernder Wasserstoff- 
durchleitung durch die saure Flissigkeit als kohlensaurefrei an- 
gesehen werden muBten. Jedenfalls sind wir der Ansicht, da8 
die von uns wahrgenommene Verschiebung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration wahrend der Koagulation sich nicht in dieser 
Weise erklaren 1a4Bt. Wenn das der Fall wiire, staénde es naim- 
lich zu erwarten, da8 die ausgetriebene Kohlenséure zwar von 
der GréBe der Wasserstoffionenkonzentration abhangig ist, nicht 


aber von der Natur der zum Anséuern angewandten Saure. 


1) Diese Zeitschr. 18, 336, 1909. 
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Auch miissen wir es als vollig ausgeschlossen betrachten, daf 
die benutzten, dialysierten EiweiBlésungen solche Mengen von 
Kohlenséiure oder Carbonaten hitten enthalten kénnen, da 
dieselbe in dieser Beziehung irgend eine Rolle zu_ spielen 
imstande wire. Sollte von einer Entweichung von 
Kohlensaiure die Rede sein kénnen, dann miBte 
diese deshalb gewiB von einer Spaltung des Protein- 
molekiils wahrend der Koagulation herriihren, indem 
man sich wohl vorstellen kénnte, daB die Kohlensaure in ahn- 
licher Weise wie in den von M. Siegfried untersuchten Carb- 
aminoverbindungen') im Proteinmolekiil gebunden ist; auch 
diese Auffassung wird aber durch einige zur Erlauterung der 
Frage angestellten Versuche nicht gestiitzt. Es hat sich némlich 
bei diesen unten beschriebenen, von Herrn S. Palitzsch aus- 
gefiihrten Versuchen ergeben, da8 iiberhaupt keine meB- 
baren Mengen von Kohlensaure durch die Koagulation 
entwickelt werden. Die Versuche wurden solcherweise an- 
gestellt, daB die beim Koagulieren eventuell entwickelte Kohlen- 
siure in einer Bariumhydroxydlésung aufgefangen werden konnte. 

Der erste Versuch wurde angestellt mit einer Mischung von 700 ccm 
in iiblicher Weise dargestellter, etwa 4°/jiger genuiner EiweiBlésung, 
die nicht durch Dialyse von Salzen befreit worden war, und 20 ccm 1 n- 
Salzsiure. Das Gemisch wurde mittels Durchstrémung von Wasserstoff 
iiber Nacht von Kohlensaure befreit und zeigte dann bei elektrometri- 
scher Messung eine Wasserstoffionenkonzentration entsprechend py. = 3,87. 

Die fiir die Koagulation optimale Wasserstoffionenkonzentration 
wurde in gewohnlicher Weise ermittelt und danach die Hauptlésung zu- 
bereitet durch Vermischen von 

500 cem der sauren, kohlenséurefreien Eiweiblésung, 
42 ,, 0,1 n-Natriumhydroxydlésung, 
18 ,, Wasser. 

Diese Mischung gab bei elektrometrischer Messung py. = 4,70. 

Die Koagulation wurde in einem 1-l-Kolben ausgefiihrt. Der Kolben 
war mit einem zum Boden reichenden Zuleitungsrohr und einem Riick- 
fluBkiihler versehen. Der RiickfluBkiihler seinerseits war mit einer Reihe 
Absorptionsflaschen mit bariumchloridhaltiger Bariumhydroxydlésung ver- 
bunden. Der ganze Apparat wurde vor Anfang des Versuchs mit kohlen- 
saurefreier Luft gefiillt, worauf die klare Bariumhydroxydlésung in die 
Absorptionsflaschen gebracht und endlich 300 ccm der oben erwahnten 
Lésung (py. = 4,70) in den Kolben gegossen wurden. 

Nun wurde kohlensaurefreie Luft durch die Fliissigkeit und den ganzen 
Apparat wahrend 1!/, Stunden geleitet, ohne da8 die Bariumhydroxyd- 


4) Ergebnisse der Physiologie 9, 334, 1910. 
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lésung dadurch getriibt wurde. Danach wurde der Kolben mit der 
Lésung in siedendem Wasser unter wiederholtem tiichtigem Umschiitteln 
und steter langsamer Durchleitung kohlensiurefreier Luft wahrend 1 Stunde 
erhitzt, wonach gekiihlt und die Durchstrémung kohlensdurefreier Luft 
noch 2 Stunden fortgesetzt wurde. Dadurch wurde die Bariumhydroxyd- 
lésung in der ersten Absorptionsflasche ganz schwach aber deutlich 
getriibt. 

Um den Kohlenséurewert dieser Triibung zu ermitteln, wurde ein 
wenig Phenolphthalein und dann vorsichtig 0,1 n-Salzsiure, bis die rote 
Farbe noch eben wahrnehmbar war, zugegeben. In der auf diese Weise 
erhaltenen Aufschwemmung von Bariumcarbonat in einer Bariumchlorid- 
lésung wurde der Carbonatgehalt durch Zugabe von 5 ccm 0,2 n-Salz- 
siure, Wegkochen der Kohlenséure, Abkiihlung und Riicktitrieren mit 
0,2 n-Natriumhydroxydlésung bestimmt. Es wurden von der letzteren 
4,80 ccm verbraucht. Die beim Koagulieren entwickelte Kohlensaure- 
menge entspricht somit h6chstens 5,00 — 4,80—0,2 com 0,2n-Natrium- 
hydroxydlésung. 

Ein ganz aihnliches Resultat wurde erreicht in Versuchen, bei denen 
die EiweiBlésung mit Milchséiure oder Essigsiure angesiuert wurde, und 
endlich ergab ein Kontrollversuch, bei dem ausgekochtes Wasser statt 
der EiweiBlésung benutzt wurde, eine Kohlensaéureentwicklung von ganz 
derselben GréBenordnung. Man darf hieraus den SchluB8 ziehen, 
daB die bei den Versuchen mit EiweiBlésungen ausgeschie- 
denen, ganz kleinen Bariumcarbonatmengen nicht oder nur 
in unwesentlichem MaBe von wahrend der Koagulation ent- 
wickelter Kohlensaéure herstammen, sondern dagegen viel- 
mehr auf Fehlerquellen bei der Versuchsanordnung, und 
dann natirlich besonders auf Zufuhr atmosphiarischer Kohlen- 
saure zurickzufihren sind. 

Der Kolben mit dem Gerinnsel stand iiber Nacht im Eisschranke, 
wonach das bei der Koagulation verdampfte Wasser — durch Wiagung 
des Kolbens vor und nach dem Erhitzen ermittelt — zugesetzt wurde 
(die Menge variierte von 0,25 bis 0,4g). Nach gutem Schiitteln wurde 
filtriert und die Wasserstoffionenkonzentration im Filtrat elektrometrisch 
gemessen. Ebenso wurde der Gesamtstickstoff der Lésung vor und nach 
der Koagulation bestimmt. Die gefundenen Werte, die in der Tab. XI 
zusammengestellt sind, zeigen, daB die Verschiebung der Wasserstoff- 
ionenkonzentration bei den Koagulationen sowie auch die Stickstoff- 
gehalte der Filtrate ganz den bei den friiher beschriebenen Versuchen 
obwaltenden Verhiltnissen entsprechen. 


Ein nicht fernliegender Gedanke ist es, daB die hier unter- 
suchte Anderung der Wasserstoffionenkonzentration wahrend der 
Koagulation méglicherweise ihren Grund hat in der im folgenden 
Abschnitt besprochenen Dekomposition, der eine Proteinlésung 


durch zu lange dauerndes Erhitzen unterliegt. Es ware des- 
Bioohemische Zeitechrift Band 31. 28 
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halb auch die Annahme nicht unbedingt zu verwerfen, 
daB auch selbst bei optimalen Koagulationsbedingungen 
und Anwendung der optimalen Koagulationsdauer eine 
geringfiigige Spaltung eintreten und zu Reaktions- 
anderungen AnlaB geben kénnte. Wenn dieser Umstand 
aber die Abhangigkeit der Reaktionsverschiebung von der Natur 
der anwesenden Saure erklaren sollte, dann wire man zu der 
Annahme gezwungen, daB auch die Art und der Umfang der 
Spaltung davon abhingig ware und nicht nur von der GréfBe 
der Wasserstoffionenkonzentration, was uns wenig wahrscheinlich 
vorkommt. Es hat sich denn auch bei einigen unten be- 
schriebenen Versuchen, wo wir unter anderen den Umfang der 
Proteinspaltung waihrend der Koagulation durch Formoltitrierung *) 
in dem vom Gerinnsel abfiltrierten verfolgten, herausgestellt, 
daB die Spaltung erstens aéuBerst geringfiigig ist, selbst 
wenn 1 Stunde in siedendem Wasser erhitzt wird, und 
zweitens daB sie ganz unabhangig von der Art und 
Natur der angewandten Saure ist. 


Tabelle XI. 





Die beim 


Versuch ge-| Wasserstoffionen- | mg Gesamtstick- | } jn 
fundene konzentration stoff in 50 com |, 
Die beim Versuch ja cee b ser! Ld Filtrat /y von 
benutzte Lésung _ erbonat + cdg ko y vor au |nach an)? 
Seine lation lation Koagu- Koagu- | ge- 
enteprochend a lation lation driickt 
H | «(PH a b 
EiweiBlésung mit 
Salzséure an- 
gesiuert . .| 0,20 4,70 6,01 241,9 17,80 | 7,36 
EiweiBlésung mit | 
Milchsaure an- 
gesiuert . . 0,25 4,69 | 4,94 218,0 | 17,00 | 7,80 
EiweiBlésung mit 
Essigsaure an- | 
gesiuert . . 0,18 4,68 4,74 221,0 | 16,88 | 7,64 
Destill. Wasser . 0,20 — -- - | —_— — 














Es wurden 3 Koagulationsversuche ausgefiihrt mit derselben EiweiB- 
lésung als Ausgangsmaterial und mit Salzsiure, bzw. Milchsaiure oder 
Essigsiure angesiuert. Die Versuche wurden ganz wie oben (siehe S. 408) 
beschrieben ausgefiihrt, indem man, um der vollstindigen Austreibung 
der Kohlensiure sicher zu sein, einen UberschuB der Saure hinzufiigte, 
dann iiber Nacht einen Wasserstofistrom durchleitete, wonach es durch 





1) Diese Zeitschr. 7, 45, 1907. 
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Vorversuche ermittelt wurde, wieviel Natriumhydroxyd zugefiigt werden 
muBte, um die optimalen Koagulationsverhiltnisse zu erreichen, bei denen 
die Hauptversuche ausgefiihrt sein sollten. Die Koagulationsdauer war 
1 Stunde. AuBer den gewéhnlichen Bestimmungen der Wasserstoffionen- 
konzentration und des Stickstoffgehalts sowohl in der nicht koagulierten 
Lésung als auch im Filtrat vom Gerinnsel, wurde bei diesen Versuchen 
zugleich diejenige Menge 0,2 n-Natriumhydroxydlésung ermittelt, die 
30 com der nicht koagulierten Lésung bzw. des Filtrats verlangten, 

1. um gegen empfindliches Lackmuspapier') neutral zu werden 
und 2. um mit Phenolphthalein schwach rot zu werden. 

Endlich wurde bestimmt: 

3. die Menge formoltitrierbaren Stickstoffs, indem man mit Phenol- 
phthalein bis zu stark roter Farbe titrierte, und die Lackmusneutralitat als 
Ausgangspunkt der Berechnung nahm. Die Gegenwart der schwachen 
Saure, Essigsiiure, in dem einen Versuch, wird unter diesen Umstanden 
bewirken, daB die Formoltitrierungen bei diesem Versuche etwas zu hohe 
Resultate?) geben. 

Die Resultate sind in der Tabelle XII eingetragen. 


Tabelle XII. 








| Wasserstoff- 
80 com der —_ koagulierten 30 ccm des Filtrats ionenkon- 
~~ sentration 


Angesauert 
mit 


stoff 
stoff 


i in °/, von h ausgedriickt 


gesetzten Sdure 
~ verlangten, um gegen Lack muspapier 
hydroxydldésung 
verlangten, um mit Phenolphthalein 
e schwach rot zu werden, in allem c cem 
= hydroxydlésung 
verlangten, um mit Phenolphthalein. 


> neutral zu werden, b ccm 0,2 n-Natrium- 
Vor der Koagulation 
Nach der Koagulation 


N atriumhydroxydlésu ng 


0,2 n-Natriumhydroxydlésung 
enthielten e Milligramme formol- 
titrierbaren Stickstoff 
e in °/, von d ausgedriickt 
enthielten i Milligramme formol- 
titrierbaren Stickstoff 


verlangten, um gegen Lackmuspapier | 
» neutral zu werden, f ccm 0,2 n-Natrium- 


enthielten d Milligramme Gesamtstick- 


a 


enthielten a ccm 0,2 n-Séure der zu- 
enthielten h Milligramme Gesa mtstick- 


2 


| schwach rot gu werden, g cem 0,2 n- 


e 


ac 


| 
| 


Pu Pm 


Salzsaure 2,60 1 42 1,60 140.9 6, 504, 61} 0,10 | 0,12 | 10,4910,39 3,72 4, 68 511 
Milchséure |2,76 1,59 | 1,80  130,8 6,30 4,82] 0,39 0,41 | 10,20 0,45)4,41] 4,69 4,94 
Essigsiure [6,88 5,56 | 5,92 132,6 6,72|5,07| 4,10 | 4,22 | 10,13 0,42 4,1 4,68) 4,74 




















Aus Tabelle XII, Stab 6 und 7 ersieht man, daB die Menge des 
formoltitrierbaren Stickstoffs, wie es natiirlich zu erwarten war, in allen 


1) Dargestellt nach V. Henriques und §. P. L. Sérensen, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 64, 133, 1909. 
2) Vgl. V. Henriques und §. P. L. Sérensen, Zeitschr. f, physiol, 
Chem. 63, 33, 1909. 
28* 
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drei nicht koagulierten Lésungen dieselbe ist — daB das Resultat im 
Versuch mit Essigsiure ein biBchen zu hoch ausfallt, ist schon oben 
bemerkt worden —, und in den Staben 11 und 12 sieht man, daB das- 
selbe auch in betreff der Filtrate dar Fall ist. Die Zahlen sind im 
letzteren Falle so klein, daB ihre gute gegenseitige Ubereinstimmung 
untereinander als ein Zufall angesehen werden mu8; der EinfluB der 
Essigséure im dritten Versuch ist unmerklich. 


Warum die Reaktionsinderung in Abhangigkeit von der 
Beschaffenheit der angewandten Saure steht, dariiber gestatten 
unsere Experimente nicht, uns eine sichere Auffassung zu 
bilden; wir meinen aber, daB die Sache in allem wesent- 
lichen als ein Verdiinnungsphaénomen zu betrachten 
ist, eine Meinung, die durch die in der Tabelle XII aufgefiihrten 
Zahlen eine Stiitze findet, und die iibrigens auch eine Er- 
klarung von einigen der friiher erwihnten Verhialtnisse gibt. 

In der Tabelle XII, Stab 2 sind die Mengen der beim 
Ansaéuern angewandten Saure aufgefiihrt, Zahlen, die aus den 
bei der Zubereitung der Hauptlésung benutzten Mengen EiweiB- 
lésung, Séure, Natriumhydroxydlésung und Wasser leicht zu 
berechnen sind. Betrachtet man jetzt den Versuch mit Salz- 
siure, so findet man dort in 30 ccm Lésung in allem 2,60 com 
— durch zugefiigtes Natriumhydroxyd nicht neutralisierte — 
Salzsiure (Stab 2), es sind aber, um eine schwach rote Farbe mit 
Phenolphthalein hervorzurufen, 1,60 ccm 0,2 n-Natriumhydroxyd 
notig (Stab 4). Man kdénnte dadurch versucht sein, zu 
glauben, da8 (2,60 — 1,60) 1,00 ccm Salzsiure zur Neutrali- 
sation der in der EiweiBlésung gegenwartigen, basisch reagierenden 
Salze, z. B. Carbonaten, verbraucht waren, wahrend 1,60 ccm 
Salzsiure an das Protein gebunden waren, und von dieser 
Kombination von Salzséure und Protein miiBte dann die saure 
Reaktion der Lésung (pq: = 4,68) herriihren. So kann aber 
die Sache nicht liegen; denn durch die Koagulation wird, wie 
wir es durch die oben beschriebenen Versuche dargetan haben, 
nur Protein, aber keine Salzsiure, ausgefallt, weshalb letztere 
im Filtrate wiedergefunden werden miiBte. Das Filtrat miBte 
dann wahrscheinlich eine starker saure Reaktion besitzen als 
die nicht koagulierte Lésung, wahrend der Versuch hingegen 
zeigt, daB das Gegenteil der Fall ist. Ebenfalls miiBte das 
Filtrat, um mit Phenolphthalein eine schwach rote Farbe zu 
erhalten, einen reichlichen Zusatz von Natriumhydroxyd ver- 
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langen ; der Versuch zeigt aber nur einen Verbrauch von 0,12 ccm 
Natriumhydroxydlésung (Tabelle XII, Stab 9). 

Die erhaltenen Resultate werden indessen leicht 
verstandlich, wenn man annimmt, daB die ganze — oder 
beinahe die ganze — Salzsiuremenge zur Neutralisation 
der in der EiweiBlésung anwesenden, alkalisch reagie- 
renden Salze gebraucht worden ist, und daB die saure 
Reaktion der Lésung, jedenfalls der Hauptsache nach, 
von dem sauren Charakter des reinen Proteins her- 
riihrt. Bekanntlich sind sowohl die Proteine als auch deren 
Spaltungsprodukte von amphoterer Natur; bei Zusatz von 
Saéuren wirken sie als Basen, bei Zusatz von Basen dagegen 
als Séuren. Eine wasserige Lésung eines reinen Proteins wird 
je nach dem angewandten Protein einen etwas verschiedenen 
Charakter haben. Was die friiher als neutral angesehenen 
Proteine anbelangt, so mu8 man sagen, daB, wenn auch die Anzahl 
der basischen Gruppen der der sauren Gruppen entspricht, so 
sind die Dissoziationskonstanten der letzteren weit gréBer als 
die der basischen Gruppen, infolgedessen wirken solche 
Proteine wie Eieralbumin und Serumalbumin im groBen 
und ganzen wie schwache Sauren. 

Es ist nichts Auffallendes, da8 Lésungen solcher schwachen 
Sauren, die schwach basische Gruppen enthalten, bedeutende 
Basenmengen verlangen, um gegen Lackmuspapier neutral zu 
werden (1,42 ccm, Stab 3), und ebensowenig Auffallendes hat 
es, daB noch mehr von der Base erforderlich ist, ehe die rote 
Farbe des Phenolphthaleins auftritt (1,60 com, Stab 4). Ganz 
analoge Verhaltnisse sind bei den Aminosduren, bei den Pep- 
tonen und ganz besonders bei dem einzigen in dieser Beziehung 
untersuchten Polypeptid, dem Glycylglycin'), bekannt. 

Weil nun durch die Koagulation der allergréBte Teil des 
Proteins, das heiBt der schwachen Saure, die die Wasserstoff- 
ionenkonzentration der Lésungen bedingt, ausgefallt wird, so 
ist es natiirlich, daB diese letztere Konzentration mit dem 
Stickstoffgehalt gleichzeitig, wenn auch nicht proportional, ver- 
mindert wird. In dem in der Tabelle XII aufgefiihrten Ver- 
such mit Salzséure findet sich im Filtrate nur */,, bis '/,, der 


1) V. Henriques und 8. P. L. Sérensen, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 63, 31, 1909. 
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urspriinglichen Stickstoffmenge, waihrend die Wasserstoffionen- 
konzentration desselben etwa 10 mal kleiner ist als in der nicht 
koagulierten Lésung (py: = 5,71 bzw. 4,68). 

Wir sind uns wohl bewuBt, daB eine EiweiBlésung wie diejenige, 
mit der wir gearbeitet haben, ein Gemisch von mehreren Proteinen ent- 
halt und daB die Hauptmenge der nicht koagulablen Stickstoffkérper 
von ganz anderer Natur (Mucoiden) ist als das koagulable Protein. 
Was die oben erwahnten Betrachtungen anbelangt, hat das aber kaum 
etwas zu bedeuten, da simtliche gegenwartige Proteine in den hier be- 
sprochenen Beziehungen sich ganz in derselben Weise zu _ verhalten 
scheinen. Die Abnahme des Stickstoffgehalts waihrend der Koagulation 
wird von einer ganz entsprechenden Abnahme des Gehalts an formol- 
titrierbarem Stickstoff und des Verbrauchs an Natronlauge zur Er- 
reichung der Lackmusneutralitét und der roten Farbe mit Phenol- 
phthalein begleitet. 


Wenden wir uns jetzt zu dem Versuch mit Essigsaure, 
dann sehen wir, daB von der zugegebenen Essigsiuremenge 
(6,88 com, Tabelle XII, Stab 2) eine mit der Salzsiuremenge 
(2,60 com) aquivalente Menge verbraucht wird, um mit den 
anwesenden Carbonaten normale Acetate zu bilden. Es restieren 
dann (6,88 — 2,60) 4,28 ccm 0,2 n-Essigsféure, die nach der 
Koagulation beim Titrieren des Filtrats bis auf schwach rote 
Farbe mit Phenolphthalein wiedergefunden werden (gefunden: 
4,22 ccm, Stab 9; beim Titrieren solcher schwachen Sauren 
wie Essigsaéure bis zur neutralen Reaktion gegen Lackmuspapier 
bekommt man, wie bekannt, aus leichtverstandlichen Griinden 
zu niedrige Resultate). In derselben Weise wird die nicht 
koagulierte Lésung, um mit Phenolphthalein rot zu werden, die 
mit der iiberschiissigen Essigsiure aquivalente (4,28 ccm) plus 
die der Reaktionsinderung des Proteins entsprechende (1,60 ccm) 
(s. 8.429) Menge Natriumhydroxydlésung, zusammen 5,88 ccm, 
verlangen (gefunden: 5,92 ccm, Stab 4). 

Weiter ist es leicht verstaéndlich, daB es, um der Protein- 
lésung eine py: = 4,68 entsprechende Wasserstoffionenkonzen- 
tration beizubringen, notwendig ist, mehr Essigséure als Salz- 
siure hinzusetzen. Wahrend nimlich die gebildeten Chloride 
neutral reagieren und deshalb nur eine ganz kleine Spur eines 
Salzsdureiiberschusses verlangen, um im Verein mit dem schwach 
sauren Protein die des dfteren erwahnte optimale Wasserstoff- 
ionenkonzentration in der betreffenden Lésung hervorzurufen, 
so reagieren die gebildeten Acetate, dank der hydrolytischen 
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Hitzekoagulation der Proteine. I. 431 


Spaltung, stark alkalisch, dermaBen, daB erst ein Gemisch von 
Acetat und reichlicher Essigsiure zusammen mit dem Proteine 
die gewiinschte optimale Wasserstoffionenkonzentration gibt. 
Dieses Gemisch von Acetat und Essigséure wirkt nun 
bei der Koagulation wie ein ,,Puffer‘'), und zwar so, 
daB die Verschiebung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration wegen des Auskoagulierens des Proteins nur 
ganz wenig merkbar wird. 

Betreffs des Versuchs mit Milchséure lassen sich ganz 
ahnliche Betrachtungen und Berechnungen geltend machen; die 
Milchséure ist aber eine weit starkere Saure als die Essigsaure, 
weshalb der notwendige Uberschu8 an jener auch nur sehr 
klein ist (2,76 —2,60—0,16 ccm). Das Gemisch von Lactat 
und Milchséiure wirkt somit nur in kleinerem MaBe als Puffer 
bei der Koagulation, bei der, wenn auch weit weniger scharf 
ausgesprochen als bei der Salzsiure, eine deutliche Reaktions- 
anderung in alkalischer Richtung stattfindet. 

Betrachtet man somit die Wasserstoffionenkon- 
zentrationsanderung bei der Koagulation als von einer 
Konzentrationsabnahme desProteingehalts herrihrend, 
so versteht man leicht den im vorhergehenden (siehe Tabelle X 
und §. 419) angedeuteten Zusammenhang zwischen der fiir die 
Koagulation optimalen Wasserstoffionenkonzentration und der 
Proteinkonzentration. Erinnert man sich namlich, daB nur das 
Protein selbst, nicht aber ein Salz desselben auskoaguliert, dann 
mu8 man wahrscheinlich erwarten, da8 die giinstigsten Koagu- 
lationsbedingungen des amphoteren Proteins dann vorhanden 
sein werden, wenn weder an Saure noch an Base ein Uber- 
schuB vorhanden ist, mit dem das Protein ein Salz bilden 
kénnte. Handelt es sich nun, wie bei allen hier beschriebenen 
Versuchen, wo mit Salzséure angesiuert wurde, nur um starke 
Sauren oder Basen, dann wird folglich unter optimalen Koagu- 
lationsbedingungen die Lésung nur neutrale Salze nebst einem 
oder mehreren Proteinkérpern enthalten, und es wird demgemaB 
die Konzentration der letzteren fiir die Wasserstoffionenkonzen- 
tration maBgebend sein. Die optimale Wasserstoffionenkon- 
zentration wird somit desto gréBer — das entsprechende 


1) Diese Zeitschr. 21, 187, 1909. 
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pu demzufolge desto kleiner — sein, je gréBer die 
Konzentration der vorliegenden Proteinlésung ist. 

Wie schon friiher (S. 419) hervorgehoben worden ist, finden 
Michaelis und Rona, daB ,,der isoelektrische Punkt“ des Serum- 
albumins bei etwa 0,3><10°° (dem pg: = 5,52 entsprechend), 
d. h. bei einer bedeutend niedrigeren Wasserstoffionenkonzen- 
tration als der von uns fiir die Koagulation gefundenen Optimal- 
konzentration, liegt. Vielleicht findet dieses Verhiltnis seine Er- 
klarung dadurch, daB Michaelis und Rona gewéhnlich mit 
denaturierten Proteinen gearbeitet und immer, soweit es aus 
ihren Angaben ersichtlich ist, weit schwachere Proteinlésungen 
oder Aufschwemmungen angewendet haben, als die bei unseren 
Versuchen benutzten. 

Es ist ebenfalls im vorhergehenden (S. 419) darauf aufmerksam 
gemacht worden, da8 ein Salzzusatz die fiir die Koagulation 
optimale Wasserstoffionenkonzentration ein wenig gegen die saure 
Seite hin zu verschieben scheint; vielleicht findet man, den 
obigen Anfiihrungen gemaB, die Erklarung in der von Arrhe- 
nius’) gefundenen Tatsache, da8B die Gegenwart von Neutral- 
salzen die Dissoziationskonstante schwacher Séuren — in diesem 
Falle die Konstante des als Séure wirkenden Proteinstoffes — 
erhoht. 

Vollstandigkeitshalber und um MiBverstandnissen vorzu- 
bauen mégen noch ein paar Bemerkungen hinzugefiigt werden. 

Wenn die fiir die Koagulation optimale Wasserstoffionen- 
konzentration mit der einer wiasserigen Lésung des reinen Pro- 
teins zusammenfallt, dann darf man erwarten, da8 durch Dialyse 
gereinigte, salzfreie Proteinlésungen keinen Saurezusatz verlangen 
werden, um optimale Koagulationsbedingungen zu geben. Bei 
den friiher beschriebenen Versuchen mit durch Dialyse ge- 
reinigten EiereiweiSlésungen haben wir indessen eine gar nicht 
unbedeutende Saéuremenge zugeben miissen, um optimale Ko- 
agulationsverhaltnisse zu erzielen. Die Ursache davon ist gewib 
darin zu suchen, daB die von uns benutzten EiweiSlésungen 
noch nicht rein gewesen sind, indem, wie W. Pauli und 
R. Wagner’) neuerdings bemerkt haben, die Anionen sich viel 
leichter als die Kationen aus einer salzhaltigen EiweiSlésung 

1) Zeitschr. f. physik. Chem. 31, 197, 1899. 

2) Diese Zeitschr. 27, 300, 1910. 
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durch Dialyse entfernen lassen, und zwar, weil der basische 
Charakter der Proteine viel weniger ausgesprochen als der saure 
ist. Wir haben demnach wahrscheinlich mit EiweiSlésungen 
gearbeitet, die von basischen Stoffen noch nicht befreit waren, 
und solche Lésungen verlangen selbstverstindlich einen an- 
gemessenen Siurezusatz, um die Optimalwasserstoffionenkonzen- 
tration zu erreichen. 

Auch miissen wir noch einem im vorhergehenden erwahnten 
Verhialtnisse (s. 8S. 417) ein wenig weitere Aufmerksamkeit widmen. 
Es hat sich bei 3 Versuchsreihen mit Eiereiwei8 von verschie- 
denem Verdiinnungsgrad herausgestellt, daB die optimale Salz- 
séuremenge nicht der angewandten Menge EiweiBlésung ganz 


proportional war — was man ja erwarten muBte, wenn die 
einzige Aufgabe der Salzséure die war, die in der EiweiBlésung 
anwesenden Carbonate zu neutralisieren —, sondern ein wenig 


starker zunahm als die Proteinkonzentration. Dieses kénnte 
darauf hindeuten, daS die Optimalwasserstoffionenkonzentration 
nicht ausschlieBlich durch den dem Proteine eigenen sauren 
Charakter bedingt ist, sondern daB auch noch ein — vielleicht 
ganz auBerordentlich kleiner — Uberschu8 an Salzsdure not- 
wendig ist. Die erwahnte Tatsache l48t sich indessen auch 
anders erklaren, indem ein Gehalt an schwachen Sauren sich 
eben in dieser Weise bemerkbar machen wiirde, und eine durch 
Dialyse nicht gereinigte KiweiBlosung enthalt ja z. B. Phosphate. 

Immerhin betrachten wir aber nicht die hier erdrterte 
Frage als eine endgiiltig erledigte, und wir haben uns deshalb 
im vorhergehenden immer auch mit einigem Vorbehalt aus- 
gedriickt, indem wir aus unseren Versuchen nur die folgenden 
Schliisse gezogen haben: 

1. Es ist anzunehmen, daB die fiir die Koagulation 
einer reinen Proteinlésung optimale Wasserstoffionen- 
konzentration im wesentlichen diejenige ist, die der 
saure Charakter des Proteins der Lésung verleiht, 
oder anders gesagt, die optimale Wasserstoffionen- 
konzentration ist im wesentlichen nichts anderes als 
diejenige, die eine Lésung von reinem Proteinstoff in 
reinem Wasser als Folge der elektrolytischen Disso- 
ziation des Proteins erhalt, und sie ist deshalb von 
der Konzentration des Proteins abhangig. 
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2. Die durch die Koagulation bewirkte Anderung 
der Wasserstoffionenkonzentration riihrt von der An- 
derung der Proteinkonzentration her. 

Bei der weiteren Bearbeitung der in dieser Abhandlung 
behandelten Fragen beabsichtigen wir, méglichst salzfreie Lé- 
sungen von mdglichst reinen Proteinstoffen anzuwenden, und 
zwar, weil die Versuchsbedingungen unter solchen Umstanden 
leichter nach Wunsch variiert werden kénnen und die erhaltenen 
Resultate wahrscheinlich iibersichtlicher werden. Wir sind in- 
dessen nicht blind dagegen, daB, je reiner die Proteinlésung 
dargestellt wird und je vollstandiger die als ,,Puffer‘‘ wirkenden 
Korper entfernt werden, um so empfindlicher Séure- oder Base- 
zusatz gegeniiber die Proteinlésung sich zeigen wird, so dab 
es notwendig sein wird, eine médglichst genaue Methodik zu 
verwenden. ') 


C. EinfluB der Koagulationsdauer. 


Beim Erwarmen eines koagulierten Albumins in neutraler, 
schwach saurer oder schwach alkalischer, wisseriger Loésung 
tritt nach und nach eine Spaltung, unter Bildung loslicher, 
stickstoffhaltiger Kérper ein. Der Umfang dieser Spaltung 
hangt von der Temperatur, der Dauer des Erwirmens, der 
Wasserstoffionenkonzentration der Fliissigkeit und wahrscheinlich 
noch von mehreren Faktoren ab. Es ist somit einleuchtend, 
daB, wenn es sich um eine méglichst vollstandige Ausscheidung 
koagulabler Stickstoffverbindungen handelt, auch die Koagu- 
lationsdauer ein nicht zu vernachlassigender Faktor ist. Bei 
einem zu kurzen Erwarmen geschieht es zuweilen, daB die 
Ausscheidung nicht vollsténdig wird, und erwairmt man zu 
lange, dann kann man Gefahr laufen, da8 einmal aus- 
geschiedene Stickstoffkérper wieder in Lésung gehen. 

Schon in der Einleitung ist darauf aufmerksam gemacht 
worden, daB die Koagulation eines Serums schon durch eine 
*/, bis */,stiindige Erwarmung in siedendem Wasser vollstandig 
wird, wahrend EiweiBlésungen sich ganz anders verhalten. 


1) Wir lenken in dieser Beziehung die Aufmerksamkeit auf einige 
gutreffende Bemerkungen in ahnlicher Richtung von W. Pauli und 
R. Wagner, diese Zeitschr. 27, 302, 1910. 
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Einige Versuchsreihen, die diese Verhaltnisse beleuchten, sollen 
in diesem Abschnitt eine nihere Erwahnung finden. 

Tabelle XIII enthalt die Ergebnisse zweier Versuchsreihen 
mit Serum, das ziemlich stark durch Hamoglobin verfarbt war. 
Die erste Reihe bezieht sich auf ein Serum, das 234 mg Stick- 
stoff in 20 ccm enthielt und mit Schwefelsiure angeséuert 
wurde. Bei der anderen Reihe wurde ein Serum benutzt, das 
in 20 ccm 202 mg Stickstoff enthielt und mittels Essigsiure 
angesiuert wurde. In beiden Reihen wurden fiir jeden Ver- 
such 20 ccm Serum, a com 0,1 n-Saéure nebst (55 —a) ccm 
Wasser genommen; iibrigens war die Versuchsanordnung die 
gewohnliche. 


Tabelle XIII. 
Koagulation von Serum in verschiedenen Zeiten nach Zusatz 
von Schwefelsiure bzw. Essigsaure. 











’ An- Gesamtstickstoff in | .. An- __ Gesamtstickstoff in 
vw, gewandte 55 com des Filtrats | gewandte 50 ccm des Filtrats 
; Menge (a) < eg iM \ | “heey 
3 0,1 n- nach Koagulation in z| 4 ry (@) nach Koagulation in 
z Schwefel- | ; @ | Essai aeee ole oes le mea 
=|  saure /,Std. 1 Std. 3 Std.) 5 ™ 8 1/,Std. 1 Std.|3 Std. 
>) com mg mg) mg |* ecm mg mg mg 
1 7 4,51 4,66 5,35 | 9 7 5,40 | 6,12 8,15 
2 5 3,99 | — | 4,79 |10 8 4,28 | 4,78 | 6,19 
3) 9 3,86 | 3,92 | 4,62 | 11) 9 | 3,70 | 3,91 4,72 
4) 10 3,84 | 391 | 4,73 ]12 10 | 339 | 3,60 | 4,12 
5 ll =|: 3,89 | 4,02 | 4,89 | 13 11 =| 3,21 | 3,31 | 3,99 
6 | 12 , 4,00 | 4,22 | 5,26 | 14) 12 | 3,22 | 3,31 | 4,00 
7, 13 | 4,20 | 4,62 | 5,78 | 15 13° | 3,22 | 3,30 | 3,98 
8 14 | 4,60 | 5,00 6,27 [16 14 | 3,31 | 3,38 | 4,11 


Die Tabelle zeigt, daB das Filtrat nach Istiindigem Er- 
warmen mehr, wenn auch nur wenig mehr, Stickstoff als nach 
1/, stiindigem Erwarmen enthielt, und nach einer Koagulations- 
dauer von 3 Stunden sind die fiir den Stickstoffgehalt des 
Filtrats gefundenen Werte bedeutend zu hoch. In der Ver- 
suchsreihe mit Essigséure liegt der Optimalpunkt beim Versuch 
Nr. 14 und scheint durch eine Verlingerung der Koagulations- 
dauer nicht geaindert zu werden. Die Versuchsreihe mit Schwefel- 
siure hat ihr Optimum im Versuch Nr. 4, bei '/,stiindiger 
Erwaérmung; bei 3stiindiger Erwiarmung dagegen scheint das 
Optimum ein wenig gegen die alkalische Seite hin verschoben. 
Es ist indes hier nur von so kleinen Abweichungen der ge- 
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fundenen Werte die Rede, da8 die scheinbare Verschiebung 
sich leicht durch Versuchsfehler erklaren laBt; wir haben nur 
deshalb darauf aufmerksam gemacht, weil EiereiweiSlésungen 
sich entgegengesetzt verhalten zu kénnen scheinen (siehe S. 439). 
Da der Unterschied der Koagulationszeiten in den hier 
beschriebenen 2 Versuchsreihen ziemlich gro8 ist, so machten 
wir einige erginzende Versuche, teils mit Serum, teils mit 
EiweiBlésung, in denen dieser Unterschied weit kleiner war 
und wo in saémtlichen Versuchen die fiir die Koagulation opti- 
male Salzsiuremenge als Séuerungsmittel angewandt wurde. 
In der ersten Reihe wurden fiir jeden Versuch benutzt: 
40 ccm rotes Serum (445 mg Stickstoff enthaltend), 
20 ,, 0,1 n-Salzsaure, 
10 ,, Wasser, 
70 ccm. 

Vor der Koagulation wurde gemessen pq: = 4,66. 

In der zweiten Reihe wurden fiir jeden Versuch benutzt: 
50 cem EiweiBlésung (266 mg Stickstoff enthaltend), 
10 ,, 0,1 n-Salzsaure, 
10 ,, Wasser, 
70 ccm. 

Vor der Koagulation wurde gemessen py: = 4,69. 

In der dritten Reihe wurden fiir jeden Versuch benutzt: 
50 ccm EiweiBlésung (271 mg Stickstoff enthaltend), 
10 ,, 0,1 n-Salzsaure, 
10 ,, Wasser, 
70 ccm. 

Vor der Koagulation wurde gemessen py: = 4,69. 

Das Verfahren war im iibrigen wie gewohnlich. Es wurde 
auf 100 ccm verdiinnt und der Stickstoffgehalt von 50 ccm des 
Filtrats bestimmt. Die Ergebnisse sind in der Tabelle XIV 
zusammengestellt. 

Aus Tabelle XIV ersieht man deutlich, da8 fiir Serum 
die optimale Koagulationsdauer etwa */, Stunde ist, daB aber 
Variationen von ‘/, bis 1 Stunde ohne Belang sind. Betreffs 
der EiereiweiBlésungen sieht man, da8 in beiden Versuchs- 
reihen das Filtrat stets armer an Stickstoff wird, je langer 
die Koagulationsdauer wird. 
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Tabelle XIV. 


Koagulation von Serum bzw. EiweiBlésungen in verschiedenen 
Zeiten nach Zusatz von Salzsaure. 











Erste Reihe (Serum) | Zweite Reihe (EiweiB) | Dritte Reihe (EiweiB) 
S| _ | Gesamt- | _ | Gesamt- |.5 | _ Gesamt- 
7 ——— | stickstoff = —— | stickstoff ms a stickstoff 
il |in 50cem|4 in 50cem | 4 | in 50 ccm 
S  dauer ; S  dauer - S  dauer ° 
Fs id. Filtrats| 3 | d. Filtrats| @ | d. Filtrats 
>| Min | mg [> Min. | mg [5S Min. mg 
17 5 | 12,20 25 | 5 16,65 33 | 10 | #13,12 
18. 10 | 6,95 26 | 10 — 34 20 ~=|~= «10,38 
19 16 | 6,50 27 | 15 | 12,25 35 30 9,13 
2 #2 | 648 |28) 2 | 1112 [36 45 | 830 
21 30, | 645 129) 25 | 10,52 1/37 60 | 7,88 
22 60 |~—=s 6,51 30 | 30 | 10,02 38 90 | 7,25 
23 90 6,70 31 | 40 | 9,60 39 120 7,00 
24 120 | 7,00 32 60 | 8,63 40 180 6,26 








Um das Verhalten der EiweiSlésungen in dieser Beziehung 
noch etwas weiter zu erforschen, haben wir auBer einigen 
orientierenden Versuchen, die hier nicht weiter erwahnt werden 
sollen, 2 Versuchsreihen angestellt, deren Ergebnisse in den 
Tabellen XV und XVI zusammengestellt sind. In beiden Reihen 
kam Salzsiure als Sauerungsmittel zur Anwendung, und es 
wurde bei 6 verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen und 
in verschiedenen Zeiten koaguliert. Fiir jeden Versuch kamen 
50 com EiweiBlésung (die in erster Reihe 266 mg, in zweiter 
264 mg Gesamtstickstoff enthielt), a ccm 0,1 n-Salzsaure und 
(20 — a) ccm Wasser zur Anwendung. Das Verfahren sonst wie 
iiblich; es wurde auf 100 ccm verdiinnt und der Gesamtstickstoff 
in 50 ccm des Filtrats bestimmt. 


Tabelle XV. 


Koagulation von EiweiB8lésungen in verschiedenen Zeiten 
und bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen. 




















\ Angewandte " Gesamtstickstoff in 50 com des Filtrats _ 

@ :|Menge (a) 0,1 m-| _mach Kosguistion im 
£2] Salzsture — /1/, Std. 1 Std.| 2 Std.| 4 Std.| 6 Std. 8 Std. 10 Std. 
> com mg mg mg | mg | mg | mg | mg 

41 9,0 13,65 | 12,95 | 13,31 | 13,51 | 13,61 | 13,84 | 13,76 
42 10,0 10,25 9,18) 8,56, 8,07| 8,20 821) 8,51 
43 10,5 10,14 8,88 810) 7,92| 7,10| 7,59| 7,84 
44 11,0 10,58 | 9,32 8,66| 8,14) 7,27| 7,59| 8,14 
45 11,5 12,06 10,80 10,51) 9,77 9,25| 9,25| 9,25 
46 12,0 13,10 11,91 | 11,78 | 11,18 10,92 | 11,03 | 11,03 
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Tabelle XVI. 
Koagulation von Eiwei8lésungen in verschiedenen Zeiten 
und bei verschiedenen Wasserstoffionenkonzentrationen. 














3 | Aaguentte Gesamtstickstoff in 50 ccm des Filtrats 

S a: Menge (a) 0,1 n- - __nach Koagulation in 
gH Salzsdure 1/, Std. 1Std. 3Std. | 8 Std. | 12 Std. 

a ecm mg mg | mg mg mg 
47 q 9,0 15,71 15,43 15,47 15,90 16,80 
48 10,0 13,39, 11,17 10,30 | 10,83 | 11,84 
49 10,5 12,47 9,69 888 | 9,24 | 10,32 
50 11,0 13,10 9,47 8,44 8,21 | 9,03 
51 11,5 14,28 | 10,66 9,84 9,03 | 9,18 
52 12,0 15,50 | 12,20 10,92 | 10,55 | 10,40 





Aus den Tabellen XV und XVI, besonders deutlich aus 
der letzteren, ersieht man, daB der Minimumwert des Gehalte 
an nicht koagulablen Stickstoffkérpern — ein Wert, der von 
der Wasserstoffionenkonzentration der Lésung abhingt — desto 
schneller erreicht wird, je weniger sauer die Lésung ist. In 
Versuch Nr. 47 ist der Minimumwert schon nach Verlauf von 
1 Stunde erreicht, in Nr. 48 und 49 erst nach Verlauf von 
3 Stunden, in Nr. 50 und 51 erst nach Verlauf von 8 Stunden, 
und endlich in Nr. 52 gibt eine Erwarmungsdauer von 12 Stunden 
den niedrigsten Wert fiir den Gehalt an nicht koagulierbaren 
Stickstoffverbindungen. Die Ursache hierzu ist nicht bestimmt 
anzugeben, wahrscheinlich spielt es aber eine Rolle, daB die 
Wasserstoffionenkonzentration sich wahrend der Koagulation 
nach der alkalischen Seite hin verschiebt (bei langer Erwirmung 
wirkt das Alkali des Glases in derselben Richtung), wodurch 
die sauersten Lésungen nach und nach die optimale Wasser- 
stoffionenkonzentration bekommen, wahrend die weniger sauren 
Lésungen entweder alkalisch oder wenigstens so schwach sauer 
werden, daB eine Spaltung und eine Lésung des einmal Aus- 
koagulierten eintreten. 

Die optimale Wasserstoffionenkonzentration der Koagulation 
liegt, was die erste Versuchsreihe (Tabelle XV) betrifft, fiir 
samtliche Koagulationszeiten bei Versuch Nr. 43. Betreffs der 
anderen Reihe (Tabelle XVI) findet man die optimale Wasser- 
stoffionenkonzentration bei dem entsprechenden Versuch Nr. 49, 
wenn die Koagulationsdauer '/, Stunde ist; fiir die iibrigen 
Koagulationszeiten dagegen besitzt die ein wenig saurere Lésung 
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in Nr. 50 die optimale Wasserstoffionenkonzentration. Wird 
somit die Koagulationsdauer verlangert, so scheint also der 
Optimalpunkt sich etwas gegen die saure Seite hin zu ver- 
schieben (vgl. 8. 435); erinnert man sich, daB die Wasserstoff- 
ionenkonzentration wahrend der Koagulation kleiner wird, so 
ist auch dieses Verhiltnis leicht zu verstehen. 

Vollstandigkeitshalber méchten wir anfiihren, da8 wir 
groBere Mengen der den Gemischen Nr. 49 und 50 ent- 
sprechenden Lésungen dargestellt und in denselben die Wasser- 
stoffionenkonzentration elektrometrisch gemessen haben, und 
zwar sowohl vor der Koagulation als auch in den Filtraten, 
die wir nach Koagulation in gegebener Zeit, Kiihlung, Ver- 
diinnung mit Wasser in demselben Verhiltnis wie in den Ver- 
suchen Nr. 49 und 50 und nachfolgender Filtrierung gewonnen 
haben. 


Nr. 49. Vor der Koagulation . . . . . . py = 4,68 
Nach ,, Fe in '/, Stunde py- = 5,51 

eo Pm or . Pu: — 5,62 

Nr. 50. Vor ,, - 7 . Pa = 4,50 
Nach ,, Pe in 1 Stunde py: == 5,33 


Aus den hier beschriebenen Versuchen geht hervor, daB 
bei der Warme eines Wasserbades die Ausscheidung der ko- 
agulierbaren Proteinstoffe einer EiereiweiBlésung, oder jedenfalls 
einiger derselben, eine ziemlich betrachtliche Zeit erfordert, und 
daher wahrscheinlich mit chemischen Verainderungen oder Um- 
lagerungen innerhalb des Proteinstoffmolekiils verknipft sein 
muB. Die Versuche zeigen einen groBen Unterschied zwischen 
Serum und EiweiSlésungen; dieser wird aber vielleicht eher 
als ein Unterschied zwischen den Umlagerungsgeschwindigkeiten 
wahrend der Gerinnung aufzufassen sein. 

DaB es bei der Koagulation von EiweiSlésungen sich wirk- 
lich um einen doppelten ProzeB handelt, und zwar teils um 
eine Ausfallung koagulabler Proteinstoffe und teils um eine 
Wiederauflésung unter hydrolytischer Spaltung derselben, das 
konnten wir durch die unten beschriebene Versuchsreihe leicht 


nachweisen. 

Bei simtlichen Versuchen wurde dieselbe EiweifSlésung benutzt. 
Sie wurde zuerst mit ganz wenig iiberschiissiger Salzsiure angesduert, 
mittels Wasserstoffdurchleitung von Kohlensaure befreit und nachher mit 
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Natriumhydroxyd bis zur Erreichung der optimalen Wasserstoffionen- 
konzentration versetzt. Von der auf diese Weise zubereiteten Lésung 
wurden Proben in siedendem Wasser in verschieden langen Zeiten unter 
wiederholtem Umschiitteln erwirmt und dadurch koaguliert. Sowohl in 
der nicht koagulierten Lésung als auch in den Filtraten vom Gerinnsel 
wurde die Wasserstoffionenkonzentration, der Gesamtstickstoff, der Gehalt 
an formoltitrierbarem Stickstoff und der Verbrauch an 0,2 n-Natrium- 
hydroxydlésung sowohl bis zur Lackmusneutralitat als auch bis zur schwach 
roten Farbe mit Phenolphthalein ermittelt. Die Ergebnisse sind in der 
Tabelle XVII wiedergegeben. 


Tabelle XVII. 

















40 com Lésung 
'@ | — 5 ‘ 
egh jocew! & ~s|/2ti{8& 
cg [se°8 8 Se) 318s 
“53 £325 4 B aa ‘& ig -S 
seceerER Os SS) Bigs 
r ° We 2eese Oo “+e oD Ze 
Koagulationsdauer gris a2ck i wo 3 rE 
in Stunden “Sek Se 8 Rx > ~ a 
S%°s 8-85 o-s ws = ae 
SuePieses 22 22 | § le 
Sta |$—e4% 3s 25 | ra} 
gas (223°'8 (S2/ = 
sag 255 8 Ss/ ¢ 
> & pe’ —_ 
a b Cc } cv Pre 
Die nicht koagulierte Lésung| 1,86 2,08 181,7 8,34 | 4,59] 4,70 
1 Stunde ....... .| 0,13!) 0,15 | 11,83) 0,48!) 4,06] 5,41 
3 Stunden ........ 0,14 | 0,18 | 10,58 0,64 | 6,05 | 5,43 
. 1 eee ee ef 0,15 | 0,20! 10,49 0,98 9,34] 5,53 
a. sark-eeaee 0,21 | 0,28 | 12,95' 1,79 | 13,82 | 5,52 
i! 2 <i a’s some 0,22 | 0,40 | 17,18; 2,94 | 17,11 | 5,60 


Der vierte Stab der Tabelle laBt deutlich hervorgehen, daB 
nach Istiindigem Erwarmen die Koagulation nicht vollstandig 
ist; erst nach 3 bis 6stiindiger Erwarmung erreicht der Stick- 
stofigehalt des Filtrats ein Minimum. Aus dem zweiten, 
dritten und fiinften Stab der Tabelle ist aber auBerdem zu 
ersehen, daB sowohl die zur Neutralisation erforderliche Menge 
Natriumhydroxyd als auch die Menge des formoltitrierbaren 
Stickstoffes ganz allmahlich zunehmen, ob die Koagulation 
beendet ist oder nicht. 


Die Menge des formoltitrierbaren Stickstoffs steigt, wie 
es aus dem sechsten Stabe der Tabelle hervorgeht, in weit 
starkerem MaBe als die des Gesamtstickstoffs, was seine natiir- 
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liche Erklarung dadurch findet, da8 es nicht nur das Gerinnsel, 
sondern wahrscheinlich besonders die in Lésung befindlichen 
KG6rper sind, die, durch verlangerte Erwarmung gespalten, weiter 
hydrolysiert werden. 

DaB die Wasserstoffionenkonzentration nicht stetig sinkt, 
sondern bei fortgesetzter Erwairmung sich einigermaBen konstant 
erhalt, wird leicht zu verstehen sein, wenn man bedenkt, daB 
durch diese eine Auskoagulation des Proteins verhindert wird, 
wahrend von einer Lésung des Gerinnsels unter hydrolytischer 
Spaltung, das heiSt unter Bildung von gleichvielen Amino- und 
Carboxylgruppen, anzunehmen ist, daB sie die Wasserstoffionen- 
konzentration entweder vergréBert oder doch wenigstens dazu 
beitragt, sie konstant zu erhalten. 

Ubrigens wollen wir uns aller Betrachtungen iiber das Wesen 
des Koagulationsprozesses enthalten und schlieBlich nur noch 
einen kleinen, leicht ausfiihrbaren, aber sehr lehrreichen Ver- 
such anfiihren, der zeigt, daB auch Adsorptionsphinomene bei 
der Auskoagulation eine Rolle spielen. 

Fiir den Versuch wurde angewandt eine Mischung von: 

600 ccm etwa 4°/,iger EiweiSlésung, 
120 ,, 0,1 n-Salzséure und 
120 ,, Wasser. 

Diese Mischung hatte die fiir die Koagulation optimale 
Konzentration der Wasserstoffionen, indem py: = 4,69 gefunden 
wurde. 

400 com der Mischung wurden durch '/,stiindiges Erhitzen 
in siedendem Wasser koaguliert, und dann in kaltem Wasser 
1/, Stunde gekiihlt, wonach etwa 200 ccm abfiltriert wurden. 

30 ccm dieses Filtrates enthielten 8,62 mg N. 

Danach wurden die folgenden 3 Fliissigkeiten 2 Stunden 
in siedendem Wasser erwarmt: 

a) 50 ccm des Filtrats ohne jeglichen Zusatz, 

b) 50 cem des Filtrats, die mit etwas vom Gerinnsel ver- 
setzt worden waren, und 

c) der Rest der Hauptportion, in dem der weitaus gréBte 
Teil des Gerinnsels sich noch befand. 

Nach der 2stiindigen Erwarmung wurden die 3 Portionen 
filtriert, wonach der Gesamtstickstoff in 30 ccm der Filtrate 


ermittelt wurde. 
Bioehemische Zeitechrift Band 31, 29 
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30 cem des Filtrats von Versuch a) enthielten 8,50 mg N 
a? “wn - - e b) 748. 6 
30 ,, ie “a Ps E c) - S20 . 
Ein anderer Versuch, der mit 400 ccm derselben Mischung 
in ganz derselben Weise ausgefiihrt wurde, nur mit dem Unter- 
schiede, daB das Abfiltrieren der 200 ceom unmittelbar nach 
dem */,stiindigen Erwarmen ohne Abkiihlung stattfand, hat 
ganz ahnliche Resultate gegeben: 
30 ccm des ersten Filtrats (die ca. 200 ccm) enthielten 9,60 mg N 


30 ,,  ,, Filtrats vom Versuch a) © 9,44 , ,, 
30 be ”? 9? ” > b) ” 8,92 > ” 
30 > 9? >? %” 9? c) 9? 5,82 ”? %> 


Aus diesen 2 Versuchen geht hervor, daB, wenn das durch 
Erwirmung in der ersten halben Stunde gebildete Gerinnsel 
abfiltriert wird, so kann das Filtrat weiter erwarmt werden, 
ohne da8, praktisch genommen, dadurch mehr Gerinnsel ge- 
bildet wird. Versetzt man dagegen das Filtrat mit etwas vom 
abfiltrierten Gerinnsel, um dann aufs neue zu erwirmen und 
zu filtrieren, so wird der Gesamtstickstoff des Filtrats deutlich 
vermindert, und erwarmt man in Gegenwart von reichlichen 
Mengen des Gerinnsels, dann erleidet der Stickstoffgehalt der 
Lésung sogar eine sehr bedeutende Abnahme. 

















Zur Kenntnis der Reduktionsfermente. 
I. Mitteilung. 
Uber das Schardinger-Enzym (Perhydridase). 


Von 


A. Bach. 
(Privatlaboratorium Genf.) 
(Eingegangen am 24, Februar 1911.) 


Die Fahigkeit organischer Materien tierischer und pflanz- 
licher Herkunft, Nitrate in Nitrite iiberzufiihren, wurde von 
Schénbein’) bereits im Jahre 1861 beobachtet und mit den 
katalytischen Eigenschaften dieser Materien dem Hydroperoxyd 
gegeniiber in Zusammenhang gebracht. Er hob hervor, daB 
die Blutkérperchen, die in bekannter Weise auf Hydroperoxyd 
katalytisch einwirken, auch Nitrate zu Nitriten reduzieren, und 
da8 die katalytischen Eigenschaften beider Arten durch Blau- 
sdure in gleicher Weise aufgehoben werden. 

Zahlreiche Forscher beschaftigten sich seitdem mit den reduzierenden 
Eigenschaften der Zellen, es herrscht aber bisher auf diesem Gebiet die 
gréBte Verwirrung und Unsicherheit. Wahrend die einen (Rey-Pail- 
hade, Pozzi-Escot, Abelous und seine Mitarbeiter) an die 
Existenz reduzierender Fermente glauben, sehen die anderen 
(Heffter und seine Mitarbeiter, Kastle und Elvove) die beobachteten 
Reduktionserscheinungen als nichtfermentative Prozesse an. Die Sach- 
lage wird hinreichend schon dadurch charakterisiert, daB C. Oppen- 
heimer?) in seinem ausgezeichneten Lehrbuch den Reduktionsfermenten 
nur einige Zeilen widmet, in denen er die Existenz derartiger Fermente 
in Abrede stellt. Hier ist nicht der Ort, auf die kritische Besprechung 
des sehr umfangreichen Materials einzugehen. Hervorgehoben sei nur 
eine grundlegende, von Schardinger®) herriihrende Beobachtung, die 


1) Journ. f. prakt. Chem. 84, 193. 1861. Zeitschr. f. Biol. 3, 140, 
2) Die Fermente und ihre Wirkungen. Leipzig 1909. 
8) Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. GenuBmittel 5, 22, 1902, 
Chem.-Zeitg. 28, 704, 1904. 
29* 
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meiner Ansicht nach den Schliissel zum Verstandnis der im Pflanzen- und 
Tierkérper sich abspielenden fermentativen Reduktionsvorgange gibt. 

Schardinger stellte fest, daB frische Kuhmilch, die fiir sich auf 
Methylenblau, Natriumindigosulfonat usw. bei 70° ohne Einwirkung ist, 
in Gegenwart von Formaldehyd oder Acetaldehyd diese Farbstoffe zu 
den entsprechenden Leukobasen rasch reduziert. Mit gekochter Milch 
bleibt die Reaktion véllig aus. In einer sorgfaltig ausgefiihrten Arbeit 
wies R. Trommsdorff!) nach, daB die Schardinger-Reaktion durch 
ein in der Milch praformiertes Ferment, und nicht durch irgend ein Pro- 
dukt der bakteriellen Wirkung, ausgelést wird, da auch vdllig keimfrei 
ermolkene Milch diese Reaktion gibt. Andererseits reduziert unter Um- 
standen mit Bakterien infizierte Milch Methylenblau auch in Abwesenheit 
von Aldehyden. Daraus ergibt sich, daB das Schardinger-Enzym mit 
der sogenannten ,,Reduktase“ nicht identisch ist, da es nur in Anwesen- 
heit von Aldehyden reduzierend wirkt. Trommsdorff bemerkt dazu, 
daB durch die Feststellung dieser Tatsachen fiir das Verstaindnis der 
Schardingerschen Reaktion noch gar nichts gewonnen war. Diese 
SchluBfolgerung ist indessen nur dann richtig, wenn man die Reaktion 
vereinzelt betrachtet. Beriicksichtigt man aber die bereits auf dem Ge- 
biete der Oxydationsfermente gemachten Erfahrungen einerseits und 
einige rein chemische Reduktionsvorginge andererseits, so kommen hier 
héchst interessante Analogien zum Vorschein. Gerade bei meinen Unter- 
suchungen iiber Oxydationsfermente stieB ich auf einige Beobachtungen, 
die meine Aufmerksamkeit auf das Gebiet der biologischen Reduktions- 
vorginge lenkten und zu vorliegender Arbeit Veranlassung gaben. 

Die Reduktion von Nitraten zu Nitriten, von Farbstoffen 
zu Leukobasen usw. durch pflanzliche und tierische Gewebe 
setzt die Vermittelung von aktivem bzw. naszierendem Wasser- 
stoff voraus. Da letzterer nur dem Wasser entstammen kann, 
so suchte ich*), um Aufschliisse iiber diese Reduktionsprozesse 
zu gewinnen, die Reaktionen, bei denen Wasserspaltung unter 
Wasserstoffentbindung stattfindet, in Erérterung zu ziehen. Als 
vollig klar und eindeutig erwies sich die Reaktion, die zwischen 
Hypophosphiten und Wasser in Gegenwart von Palladium ver- 
lauft. Setzt man einer wasserigen Hypophosphitlésung etwas 
Palladiummohr zu, so wird die hypophosphorige Saure in phos- 
phorige umgewandelt und Wasserstoff in Freiheit gesetzt. Die 
quantitative Untersuchung ergab, daB der Hauptsache nach die 
Reaktion sich nach der Gleichung PO,H, -+-2HOH = PO,H, 
-+- H,O +-H, vollzieht. Fiigt man dem Gemisch eine reduzier- 
bare Substanz, z. B. Methylenblau, zu, so wird gleichzeitig mit 


1) Centralbl. f. Bakt. 49, 291, 1909. 
2) Chem, Berichte 42, 4463, 1909. 
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der Oxydation der hypophosphorigen Saure die Reduktion dieser 
Substanz bewirkt. 

Es ist leicht zu ersehen, daB zwischen dieser Reaktion 
und der Schardingerschen eine groBe Analogie besteht. Noch 
deutlicher wird diese Analogie, wenn man in Betracht zieht, 
daB8 es Bredig und Sommer’) gelungen ist, in der Schar- 
dingerschen Reaktion das Milchferment durch kolloidale Me- 
talle der Platingruppe (Iridium, Platin, Palladium) zu ersetzen. 
Man ist nunmehr zu der Annahme villig berechtigt, da® der 
Wirkung der Systeme: 

Palladium—Methylenblau— Hypophosphit— Wasser, 

Palladium—Methylenblau—Aldehyd— Wasser, 

Milchferment—Methylenblau— Aldehyd— Wasser 
dieselbe Reaktion — die Spaltung des Wassers durch die 
oxydable Substanz unter Mitwirkung eines Kataly- 
sators, der mit dem Wasserstoff des Wassers eine 
labile, stark reduzierende Verbindung bildet — zu- 
grunde liegt. 

Nachdem hiermit das Wesen der Schardingerschen Re- 
aktion mir als aufgeklirt erschienen war, versuchte ich, die 
Beziehungen des Schardinger-Enzyms zu der in den Ge- 
weben angeblich vorhandenen Redukase*) naher zu ermitteln. 
Die Leber sowie andere Organe enthalten bekanntlich ein 
Prinzip, das Methylenblau und andere Farbstoffe zu den ent- 
sprechenden Leukobasen reduziert und durch Kochhitze zer- 
stért wird. Andererseits aber enthalt die Leber eine oder 
mehrere Aldehydasen, die Aldehyde unter Wasserspaltung in 
die entsprechenden Alkohole und Sauren iiberfiihrt. Der Ge- 
danke lag nahe, daB zwischen der Redukase, der Aldehydase 
und dem Schardinger-Enzym irgend ein Zusammenhang be- 
steht. Um Aufschliisse iiber diesen Gegenstand zu gewinnen, 
versuchte ich, den Einflu8 der Aldehyde auf die Reduktion 
des Methylenblaues durch Lebergewebe kennen zu lernen. 


Frische Kalbsleber reduziert Methylenblau sehr energisch. Schlammt 
man 2 g Leberbrei in 10 com Wasser auf, setzt 1 com Schardingersche 


1) Zeitschr. f. physikal. Chem. 70, 34, 1909. 

2) Ich schlage vor, die etymologisch fehlerhafte Bezeichnung ,,Re- 
duktase‘ durch Redukase zu ersetzen. Man kann ebensowenig ,,Reduk- 
tase“ fir Redukase, wie ,,Oxydatase“ fiir Oxydase sagen. 
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Methylenblaulésung!) zu und erhitzt das Gemisch im Wasserbad auf 70°, 
so erfolgt in kiirzester Zeit die Entfarbung des Methylenblaus. Mit zum 
Kochen erhitzten Leberbrei bleibt die Reduktion aus. Stellt man ver- 
gleichende Versuche mit und ohne Aldehydzusatz an, so beobachtet man, 
daB je nach den zugesetzten Mengen der Aldehyd (Formaldehyd, Acet- 
aldehyd) keinen oder sogar einen hemmenden EinfluB auf die Reduktion 
des Methylenblaus ausiibt. Ich konnte aber aus der Leber Praparate 
darstellen, die wie das Schardinger-Enzym die Reduktion des Me- 
thylenblaus durch Acetaldehyd auBerordentlich beschleunigten. 


Wird Leberbrei mit dem fiinffachen Gewicht 2°/,iger Natrium- 
fluoridlésung gut verrieben und durch ein Tuch gepreBt, so erhalt man 
eine Emulsion, die, mit dem fiinffachen Volumen Wasser verdiinnt auf 
Methylenblau bei 70° gar nicht oder aéuBerst langsam einwirkt, in Gegen- 
wart von Acetaldehyd (1 com 1°/,ige Lésung fiir 20 com verdiinnte 
Emulsion) dagegen den Farbstoff in wenigen Minuten reduziert. Mit zum 
Kochen erhitzter Emulsion bleibt die Reduktion aus. Die filtrierte 
Emulsion ist véllig unwirksam, der Riickstand bleibt aktiv. Es ist mir 
aber gelungen, das Ferment in Lésung zu bringen und von dem Leber- 
gewebe vollig zu trennen. Leberbrei (Kalb) wird mit dem fiinffachen 
Gewicht 1°/,iger Natriumbicarbonatlésung verrieben und im Eisschrank 
einige Stunden stehen gelassen. Das Gemisch wird dann coliert und die 
Colatur wird vorsichtig mit verdiinnter Essigsiure neutralisiert. Nach 
Filtrieren erhilt man eine védllig klare, rubinrote Fliissigkeit, die 
das Ferment in Lésung halt. Durch Versetzen der Fliissigkeit mit dem 
dreifachen Volumen starkem Alkohol wird das Ferment ausgefallt. Nach 
Entfernung des Fallungsmittels laBt sich das Ferment aus der Fallung 
mit 14/,°/,iger Natriumbicarbonatlésung extrahieren. Das vollkommen 
klare, farblose Filtrat, das fiir sich auf Methylenblau ohne Einwirkung 
ist, gibt nach Neutralisieren mit verdiinnter Essigsiure in sehr schéner 
Weise die Schardingersche Reaktion. Das zum Sieden erhitzte Filtrat 
ist inaktiv. Das Temperaturoptimum liegt, wie bei dem Schardinger- 
Enzym, bei 70°. Wie das Schardinger-Enzym, ist das Ferment gegen 
Aldehydiiberschu8 sehr empfindlich. Acetaldehyd gibt bessere Resultate 
als Formaldehyd, wahrscheinlich wegen der gréBeren Giftigkeit des 
letzteren. Das Ferment ist sowohl in Lésung wie in festem Zustand 
ziemlich unbestandig. Es kann aus der Leber und anderen Organen 
(Lunge, Milz, Niere, Thymus) unter antispetischcn Bedingungen mittels 
einer Lésung, die 1°/, Natriumbicarbonat und 2°/, Natriumfluorid ent- 
halt, ausgezogen werden. 


Aus obigem geht mit voller Klarheit hervor, daB die Re- 
dukase der Leber und anderer Organe kein einheitliches Fer- 
ment ist, sondern aus einem Anteil, der mit dem Schardinger- 


1) 5 com gesittigte alkoholische Methylenblaulésung + 95 com 
Wasser. 
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Enzym identisch zu sein scheint, und einem anderen, der durch 
Aldehyde ersetzbar ist, besteht. 

Die Verhialtnisse gestalten sich hier genau wie bei der ge- 
wohnlichen Oxydase (Phenolase) und der entsprechenden Per- 
oxydase. Bekanntlich bewirkt die Oxydase fiir sich dieselben 
Oxydationsreaktionen, wie die Peroxydase in Gegenwart von 
Hydroperoxyd. Auf die Wirkung normaler Oxydase iibt Hydro- 
peroxyd je nach den Konzentrationsverhiltnissen keinen oder 
sogar einen hemmenden EinfluB aus. In veranderter Oxydase 
kann der unbestaéndige Anteil durch Hydroperoxyd ersetzt 
werden. Der stabile Anteil der Oxydase — die Peroxydase — 
kommt in gewissen Objekten, z. B. in Meerrettigwurzeln — 
getrennt von dem unbestandigen — vor. Nun gilt das gleiche 
auch fiir das Reduktionsferment der tierischen Organe, wenn 
man Redukase fiir Oxydase, Aldehyd fiir Hydroper- 
oxyd und Schardinger-Enzym fir Peroxydase setzt. Wah- 
rend die Oxydase als ein System Peroxydase—peroxyd- 
bildender Kérper (Oxygenase) aufzufassen ist, kann die Re- 
dukase nur als ein System Ferment — wasserspaltender 
Kérper angesehen werden. Die Analogie zwischen der Oxydase 
und der Redukase ist eine so auffallende und weitgehende, da8 
man unwillkiirlich an eine Ahnlichkeit der chemischen 
Prozesse, dieder Wirkung dieser Fermente zugrunde 
liegen, denkt. Zur Orientierung der weiteren Bearbeitung des 
Gebietes gestatte ich mir, tiber diesen Gegenstand folgende 
Ansicht kurz auszusprechen. 

Die Theorie der elektrolytischen Dissoziation setzt voraus, 
daB Wasser, zu einem minimalen Teil in die Ionen H’ und ‘OH 
gespalten, auftritt. 

Da bei der Vierwertigkeit des Sauerstoffs Wasser auch un- 
gesittigte Molekiile H,O< enthalten mu8 — der ungesittigte 
Zustand des Wassers ist wohl als die Grundursache der elektro- 
lytischen Dissoziation anzusehen —, so ist es denkbar und mit 
den jetzt in der physikalischen Chemie zutage tretenden An- 
schauungen (Jones, Armstrong) vdllig vereinbar, da8 die H’- 
und ‘OH-Ionen sich zum Teil mit ungesattigten Wassermolekiilen 
zu labilen Verbindungen vereinigen. Aus den Wasserstoffionen 
entstehe dabei der Komplex H,O <'H,, aus den Hydroxylionen 
der Komplex H,O < ('OH),. Ersterer sei nichts anderes als 
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das hypothetische W asserstoffsuboxyd oder Oxyperhydrid 
H,O, dessen metallische Analoga M,O wohl bekannt sind; letz- 
teres sei das Hydroperoxydhydrat. 

Betrachten wir etwas naher im Lichte dieser Annahme 
eine auf der Spaltung des Wassers basierende Reaktion, z. B. 
die von Bredig und Sommer’) untersuchte Reaktion zwischen 
Methylenblau, Formaldehyd und Wasser in Gegenwart von 
kolloidalem Platin. Weder fiir sich allein, noch vereinigt sind 
Methylenblau und Formaldehyd imstande, Wasser bei 70° mit 
meBbarer Geschwindigkeit zu spalten und sich auf Kosten des- 
selben zu reduzieren bzw. zu oxydieren. Die Reaktion tritt 
aber sofort ein, wenn man dem Gemisch beider Stoffe in 
wisseriger Lésung kolloidales Platin zufiigt. Worauf beruht 
der beschleunigende EinfluB des Platins? Von Engler und 
Wohler’) ist der Beweis erbracht worden, da8 der Beschleuni- 
gung von gewissen Oxydationsprozessen durch fein verteiltes 
Platin die Bildung von Platinperoxyd zugrunde liegt, wobei das 
primar entstehende Peroxyd PtO, sich mit Wasser zum sehr 
wirksamen Platinperoxydhydrat HO.Pt.OOH vereinigt, Bei 
der Einwirkung von Platin auf Hydroperoxyd entsteht dieselbe 
Verbindung, die in Anwesenheit von oxydablen Substraten 
dieses oxydiert, in Abwesenheit von Substraten unter Sauerstoff- 
entwicklung zerfallt (Platinkatalyse des Hydroperoxyds). Die 
Beschleunigung der Oxydation des Formaldehyds im System 
Methylenblaun—Formaldehyd— Wasser 148t sich daher in ein- 
facher Weise erkliren, wenn man annimmt, da8 der labile 
Komplex H,O < (OH), sich mit Platin zu Platinperoxydhydrat 
vereinigt, wodurch eine weitere Dissoziation des Wassers her- 
vorgerufen werden muB. 

Bei der Beschleunigung der Reduktion des Methylenblaus 
spielt wahrscheinlich das Platin eine ahnliche Rolle, wie bei 
der Beschleunigung der Oxydation des Methylenblaus, indem 
es sich mit dem Komplex H,O —’H, bzw. mit Wasserstoffionen 
und Wasser zu einem wirksamen Platinwasserstofihydrat verbindet. 

Fir das Palladium ist eine derartige Verbindung bereits 
bekannt. Denn das von Paal und Gerum®*) dargestellte auBer- 


lyhe. 
2) Zeitschr. f. anorgan. Chem; 29, 1, 1902. 
3) Chem. Berichte 41, 805, 1908. 
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ordentlich wirksame, fliissige Hydrosol des Palladiumwasserstoffs 
ist nichts anderes als das Palladiumoxyperhydrid PdOH,. 

Die bekannte Eigenschaft des Platins, Palladiums usw., 
sich sowohl mit Wasserstoff wie mit Sauerstoff zu verbinden, 
setzt voraus, daB diese Metalle den ReduktionsprozeB und 
den OxydationsprozeB in der Schardinger-Reaktion gleich- 
zeitig beschleunigen: sie fungieren als Ambokatalysatoren. 
Dagegen wirken die in lebenden Wesen tatigen Katalysatoren 
spezifisch. Die auf der intermediaren Bildung von labilen Sauer- 
stoffverbindungen — Peroxyden — beruhenden Oxydationsprozesse 
werden durch die Peroxydase beschleunigt, die auf der Wasser- 
spaltung und intermediaérer Bildung von labilen Wasserstoff- 
verbindungen (Perhydriden) beruhenden Reduktionsprozesse 
werden durch das Schardinger-Enzym beschleunigt. Die 
Analogie zwischen diesen Fermenten fu8t auf der chemischen 
Ahbnlichkeit der Kérper, mit denen sie in Reaktion treten: bei 
der Peroxydase hat man es mit dem Hydroperoyd H,O< O 
und seinen Derivaten, bei dem Schardinger-Enzym mit dem 
Oxyperhydrid H,O< H, und seinen Derivaten zu tun. 

Diese Auffassung, die natiirlicherweise nur als eine Orien- 
tierungshypothese angesehen werden kann, gestattet, das Ge- 
biet der biologischen Reduktionsvorginge in planma@ige Be- 
arbeitung zu nehmen und ist einer weitgehenden experimen- 
talen Priifung zuganglich. 

Zum Schlusse noch einige Worte betreffend die Nomen- 
klatur der Reduktionsfermente. Das Milchferment, das die 
Reduktion von Farbstoffen in Gegenwart von Aldehyden be- 
schleunigt, wurde von Smidt als Aldehydkatalase, von 
Jensen als Aldehydreduktase, von Seligmann als in- 
direkte Reduktase, von Trommsdorff") vorlaufig als Schar- 
dinger-Enzym bezeichnet. Mit Riicksicht auf die im obigen 
erérterten Tatsachen und Analogien schlage ich vor, das Fer- 
ment mit dem Namen Perhydridase zu belegen. Die all- 
gemeine Bezeichnung ,,Reduktase‘ ist, wie oben erwahnt, durch 
Redukase zu ersetzen. 

Weitere Versuche iiber die Perhydridase sind im Gang. 


1) Literatur bei Trommsdorff, Centralbl. f. Bakt. 49, 300, 1909. 














Die Entgiftung von Kaliumsalzen durch Natriumsalze. 
Von 


Jacques Loeb 


(unter Mitwirkung von Hardolph Wasteneys). 
(Aus dem Rockefeller Institut, New York.) 


(Eingegangen am 7. Februar 1911.) 


I. Der Entgiftungskoeffizient KCl/NaCl. 

1. Das biologische Verhaltnis von KCl: NaCl. 

Mit der folgenden Arbeit beabsichtige ich die Versuche 
iiber antagonistische Salzwirkungen und physiologisch Aquili- 
brierte Salzlésungen wieder aufzunehmen, die im Jahre 1902 
durch meine Ubersiedelung nach Californien unterbrochen wurden. 

Auf die reiche Literatur dieses Gebietes méchte ich hier 
nicht eingehen. Statt dessen verweise ich den Leser auf die 
ausfiihrliche und treffliche Behandlung, die dieselbe kiirzlich 
durch T. B. Robertson erfahren hat.') 

Das Problem, das meine neuen Arbeiten behandeln sollen, 
ist eine Feststellung der Gesetze, nach denen sich die drei, fiir 
die Physiologie so wichtigen Salze, NaCl, KCl und CaCl, im 
Seewasser und im Serum gegenseitig entgiften; ferner die Ent- 
scheidung dariiber, ob der Antagonismus zwischen zwei Salzen 
zwischen den Ionen mit gleicher oder entgegengesetzter elek- 
trischer Ladung stattfindet; und endlich die Ermittlung des 
Mechanismus, auf den die Entgiftung zuriickzufiihren ist. 

Die vorliegende Mitteilung behandelt die Entgiftung von 
Kaliumsalzen durch Natriumsalze. 


1) T. B. Robertson, Uber die Verbindung der Proteine mit an- 
organischen Substanzen und ihre Bedeutung fir die Lebensvorginge; 
Ergebnisse der Physiologie 10, 1910. 
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Was die Entgiftung von KCi durch NaCl betrifft, so sei zuniachst 
an die bekannten Ausfiihrungen von Bunge erinnert, daB Pflanzenfresser 
alle Chlornatriumhunger zeigen. Bunge erklart das so, daB in der 
Pflanzennahrung relativ viel Kaliumsalze in der Form von Carbonaten, 
Phosphaten oder Citraten usw., aufgenommen werden. Mit dem im Blut 
des Tieres enthaltenen NaCl sollen sich dann beispielsweise Natrium- 
phosphat und Kaliumchlorid bilden, die aber beide durch die Niere aus- 
geschieden werden. Das bedinge eine relative Chlornatriumverarmung 
des Tieres und bedinge den Chlornatriumhunger der Herbivoren. 


Es sei von vornherein bemerkt, daB diese Theorie von Bunge sich 
fiir unsere Versuche nicht verwerten laBt, weil es sich in den letzteren 
um giftige Dosen von KCl handelt, wodurch die Tiere einer typischen 
Kaliumvergiftung zum Opfer fallen. Das Kalium ist ein spezifisches 
Nerv- und Muskelgift, und diese Vergiftung wird in unseren Versuchen 
durch Zusatz von NaCl verhindert, vermutlich in der Weise, daB der 
Zusatz von NaCl die Geschwindigkeit des Eindringens von KCl in den 
Kérper der Fische hindert. Nach Bunge sollte bei der Fiitterung mit 
KCl ja iiberhaupt keine Verarmung an NaCl eintreten. Ich will aber 
nicht behaupten, daB die Theorie von Bunge fiir die Erklarung des 
Chlornatriumhungers der Herbivoren nicht zutreffe. 

Wahrend es in der Literatur nicht an Beobachtungen iiber teilweise 
Entgiftung von NaCl durch KCl fehlt, sind wenige Beobachtungen iiber 
die Entgiftung von KCl durch NaCl vorhanden. Osterhout?) stellte 
Versuche iiber die gegenseitige Entgiftung von KCl und NaCl an Weizen 
an, in dem er das Wachstum der Wurzeln in verschiedenen Mischungen 
von KCl und NaC! bestimmte. Seine Resultate sind in der folgenden 
Tabelle zusammengestellt. 








| Totales Langenwachstum der 
Kulturflissigkeit \Wurzeln einer Pflanze wihrend 


(Konzentration 0,12M) | 30 Tagen (Mittelwert) 


Se ee ee ae | fF —_ 
KCl 67 
30 com KCl 185.5 
100 ,, NaCl 
20 cem KCl 160.4 
100 ,, NaCl 
15 com KCl \ 146 
100 ,, NaCl 
10 cem KCl 134 
100 ,, NaCl 
5 ccm KCl \ 94.4 
100 ,, NaCl 
NaCl 55 


1) Osterhout, Jahrb. f£. wissenschaftl. Botan, 46, 124, 1908. 
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Fiir Versuche tiber die Entgiftung von KCI sind héhere Tiere besser 
geeignet, weil hier vermége der spezifischen Giftwirkungen kleinerer Dosen 
von KC! die Gesetze fiir die Entgiftung dieses Salzes durch andere Salze 
besser zutage treten lassen, 

Kalium und Natrium existieren nach van’t Hoff im Seewasser 
in einem bestimmten molekularen Verhialtnis, namlich 2,2 Molekiile KCl 
auf 100 Molekiile NaCl. Ich habe nun schon frither darauf hingewiesen, 
daB dasselbe Verhiltnis angenaihert auch in dem Blutserum besteht. Hier 
liegt aber eine Schwierigkeit darin vor, da8 Kalium in zwei spezifisch 
verschiedenen Arten von Verbindungen vorkommen kann, niamlich als 
Bestandteil komplexer organischer Radikale, aus denen es nicht als Ion 
dissoziierber ist; und zweitens in der Form von Kaliumsalzen, aus denen 
es als Ion dissoziierbar ist. Bei der Aschenbestimmung des Serums er- 
halt man die Summe des Kaliums in beiden Arten von Verbindungen, 
wahrend fiir die antagonistiechen, d. h. schiitzenden Salzwirkungen nur 
die eine Klasse in Betracht kommt, in der das Kalium als Ion dissoziiert 
werden kann. Fiir die Durchspiilung des Froschherzens oder des Herzens 
der Schildkréte benutzt man ™/, NaCl-Lésungen. Will man einer solchen 
Lésung KCl in dem Verhiltnis zusetzen, in dem es im Seewasser existiert, 
so daB das molekulare Verhaltnis von KCl zu NaCl wie 2,2:100 ist, so 
mu8 man 0,02156 g KCl zu 100 com der Lésung zufiigen. Die Ringer- 
sche Lésung enthilt nur !/, dieser Quantitat KCl, namlich 0,0075 g, und die 
Lockesche Lésung das Doppelte, nimlich 0,042 g. In einer soeben er- 
schienenen Arbeit teilt nun Vernon!) mit, daB man bessere Resultate 
erhalt, wenn man mehr KC! zufiigt als Ringer und weniger als Locke. 
Er findet als Optimum 0,021°/, KCl. Das ist aber genau das Verhiltnis, 
das man unter der Voraussetzung anwenden sollte, da8 auch im Serum 
die K-Ionen zu den Na-Ionen im molekularen Verhiltnis von 2,2:100 
vorhanden sind. Ich glaube demnach schlieBen zu miissen, daB das 
Verhiltnis von 2,2 Molekiilen KCl zu 100 Molekiilen NaCl nicht nur fiir 
Seetiere, sondern allgemein fir die optimalen Durchspiilungsflissigkeiten 
gilt, und daB es sich hier um eine biologische Konstante handelt. 

Die Versuche, die hier mitgeteilt werden, sind an einem 
marinen Fisch, Fundulus, angestellt, dessen Eier zu meinen 
friiheren Versuchen gedient hatten. Diese Fische bieten den 
Vorteil, daB sie innerhalb der fiir unsere Zwecke erforderlichen 
Konzentrationsgrenzen vom osmotischen Druck des umgebenden 
Mediums unabhiangig sind. Das erlaubt uns, bei Konstanthaltung 
der Konzentration des toxischen Salzes die des entgiftenden Salzes 
beliebig zu variieren, ohne da8 es nétig ist, noch einen dritten 
Stoff zur Konstanthaltung des osmotischen Druckes zuzufiigen. 

Ehe die Fische in die zum Versuche dienenden Lésungen 


gebracht wurden, wurden sie zweimal in SiiSwasser und dann 


1) Vernon, Journ. of Physiol. 40, 295, 1910. 
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noch einmal in destilliertem Wasser gewaschen und so von 
allen Spuren Seewasser befreit. Je 6 Fische wurden stets in 
500 com einer Lésung gebracht, und es wurde dann jeden Tag 
die Zahl der iiberlebenden Fische festgestellt. 

Man hat als stérende Variable in diesen Versuchen den 
Umstand zu beriicksichtigen, daB gelegentlich einzelne Fische 
kranklich sind (Infektion durch Saprolegnia usw.) und daB 
daher in Fillen, in denen 6 Fische iiberleben sollten, gelegent- 
lich nur 4 Fische oder nur 3 Fische iiberlebten. Solche zu- 
fallige Stérungen konnten durch Wiederholung der Versuche 
ausgeglichen werden. Im allgemeinen sind die Resultate so 
scharf, da8B man ohne weiteres diese zufalligen Stérungen als 
solche erkennt. Was die Versuchsdauer betrifft, so war die- 
selbe gewodhnlich 2 bis 4 Wochen. Nach 2 Wochen macht 
sich gelegentlich, namentlich bei héher konzentrierten Lésungen, 
der Effekt der Verdunstung bemerkbar. Man erhialt meist 
schon nach 1 bis 2 Wochen klare Resultate. 

Es war unméglich, bei den zahlreichen Versuchen, die wir 
anstellen muBten, die Temperaturen konstant zu halten. Das 
bedingt z. B. die kleinen Schwankungen, die der Leser in der 
Lebensdauer der Fische in derselben Lésung, aber in ver- 
schiedenen Versuchen bemerken wird. Die Temperatur stieg 
gelegentlich auf 20° C oder dariiber, fiel in anderen Fallen auf 
10°. Die Konzentrationsgrenzen fiir die Entgiftung sind aber 
anscheinend gar nicht oder nur unbedeutend hierdurch beein- 
fluBt worden. Um sicher zu gehen, vergleichen wir immer 
nur solche Versuchsreihen untereinander, die gleichzeitig an- 
gestellt waren. In solchen Versuchen ist das Material und die 
Temperaturvariation identisch. 

Wahrend der Versuchsdauer wurden dic Fische nicht ge- 
fiittert. 

Das destillierte Wasser wurde im Laboratorium mit allen 
Kautelen in Glas hergestellt und auf das sorgfaltigste auf seine 
Reaktion gepriift. 


2. Die relative Giftigkeit der einzelnen Bestandteile 
des Seewassers. 


Soviel ich weiB, hat noch niemand die relative Giftigkeit 
der einzelnen Bestandteile des Seewassers fiir Seetiere unter- 








erence pen 
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sucht. Eine soleche Untersuchung 148t sich namlich nur an 
solchen Seetieren durchfiihren, die, wie Fundulus, vom osmoti- 
schen Druck des umgebenden Mediums unabhingig sind. Das 
Seewasser ist nach van’t Hoff ein Gemisch von folgender 
molekularer Zusammensetzung: 100 Molekiile NaCl, 2,2 KCl, 
1 bis 2 CaCl,, 7,8 MgCl,, 3,8 MgSO,. Von den Phosphaten und 
Carbonaten sehen wir zuniachst ab. Meine Versuche in Californien 
und neuerdings in Woods Hole haben ergeben, daB wir die 
optimale Konzentration fiir eine kiinstliche Lésung fiir Seetiere 
erhalten, wenn wir die Salzlésungen alle in halbmolekularer 
Konzentration anwenden. 
Ich stellte nun folgende 5 Lésungen her: 
1. 100 ccm ™/, NaCl, 


2.22 , , KCl + 97,8 destilliertes Wasser, 

3.2.0 ,, ,, CaCl, + 98 me i 

4.7,8 ,,  ,, MgCl, + 92,2 - i 

a » » > 3,8 ccm ™/, MgSO, +- 88,4 ccm dest. 


Wasser. 

In jede der Lésungen wurden 6 Fundulus gebracht. In 
Lésung 3, 4 und 5 lebten die Fische beliebig lange, d. h. mehr 
als 4 Wochen — dann wurden die Versuche unterbrochen. In 
Lésung 1 und 2 starben die Fische in wenigen Tagen, in der 
Kaliumchloridlésung rascher als in der Chlornatriumlésung. 
Die niedrige Konzentration der KCl-Lésung war nicht fiir das 
Resultat verantwortlich, denn in einer NaCl-Lésung von dem- 
selbem osmotischen Drucke — z. B. ™/,,, NaCl — leben die 
Fische beliebig lange, desgleichen in einer ™/,,, CaCl, oder ™/,o9 
MgCl,-Lésung. 

Dieses Resultat ist von Interesse, weil es zeigt, daB die 
im Seewasser enthaltenen Chloride mit einwertigem Metall in 
der Konzentration, in der sie im Seewasser enthalten sind, 
giftig sind,’) wahrend die mit zweiwertigem Metall ungiftig 
sind. Ob das gleiche auch fiir MgSO, gilt, habe ich noch 
nicht untersucht. 


1) Diese Tatsache war fiir NaCl schon vor 10 Jahren gefunden 
worden. KCl ist spezifisch giftig fiir Organismen mit Nerven und Muskein. 
Fiir den ersten Tag der Entwicklung des Fundulusembryo ist KCl kaum 
giftiger als NaCl, es wird aber giftiger, sobald die Herztatigkeit und die 
Zirkulation im Embryo eintreten. Das habe ich in meinen friheren 
Arbeiten diskutiert. 
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3. Die untere Konzentration fiir die Giftigkeit 
von KCl. 

Es war eine Uberraschung fiir mich, zu finden, daB das 
KCl in der Konzentration, in der es im Seewasser vorhanden 
ist (2,2ccm ™/, KCl pro 100 ccm der Lésung) ein rasch téd- 
liches Gift fiir Fundulus ist. Diese Giftwirkung bleibt uns ge- 
wohnlich verborgen, weil die anderen Bestandteile des See- 
wassers diese giftige Wirkung aufheben. Was fiir Fundulus gilt, 
diirfte wohl auch fiir viele, wenn nicht alle anderen Seetiere 
zutreffen. Wir kénnen das aber leider nicht priifen, weil nur 
wenige Seetiere vom osmotischen Druck der umgebenden Lésung 
geniigend unabhangig sind, um die Versuche anzustellen, die 
wir eben fiir Fundulus erwahnt haben. 

Es wurden nun Versuche angestellt, um die untere Grenze 
fiir die Giftigkeit einer KCl-Lésung zu ermitteln. Der folgende 
Versuch deutet die Zunahme der Giftigkeit mit der Konzen- 
tration an. Je 6 Fische wurden in jede Lésung gebracht und 
die Zahl der iiberlebenden Fische in jeder Lésung taglich fest- 
gestellt. 





Tabelle I. 
Zahl der iiberlebenden Fische in 
Nach Tagen] 0.25 | 0,55 | 11 | 22 | 3,3 
ccm ™/, KCl] in 100 com der Lésung 
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Es war fiir die Zwecke dieser Untersuchung nétig, auch 
andere Kaliumsalze neben KCl in Betracht zu ziehen; es 
wurden K,SO, und essigsaures Kalium gewahlt. Nach Overton 
sollen diese Salze fiir den Froschmuskel ungiftig sein. Ehe 
Overton die Muskeln in die Lésungen dieser Salze brachte, 
befreite er sie erst von dem an der Oberflache etwa haftenden 
NaCl, in dem er sie 6 Stunden in eine Zuckerlésung brachte. 
Ich wusch die Fische, die in die Lésungen von K,SO, gebracht 
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wurden, erst 4 Stunden in Sii®wasser, das 2mal gewechselt 
wurde, und dann 2 Stunden in einer ™/,,, Na,SO,-Lésung 
(Kahlbaums ,,Zur Analyse“). Es stellte sich heraus, da eine 
Lésung von K,SO, 2mal so giftig ist wie eine aquimolekulare 
Lisung von KCl. Die Tabelle II mag als Beispiel dienen. 











Tabelle II. 
Zahl der iiberlebenden Fische in 
Nach Tagen 0,25 0,55 | 41,1 1,65 
ccm ™/, K,SO, in 100ccm der Lés. in H,O 
1 $};}¢6t4ts 
2 6 | 0 0 0 
3 5 | | 
4 5 
5 5 | 
6 5 | 
7 aa 
8 4 
9 4 } | 
10 4 | 





Eine Lésung von 0,25 ccm ™/, K,SO, ist ebenso wirksam 
wie die von 0,55 com ™/, KCl in der Tabelle I. Was die 
Wirkung von essigsaurem Kalium anbetrifft, so ist seine Giftig- 
keit von derselben GréSenordnung oder etwas gréBer als die 
einer aquimolekularen Lésung von KCl. Die Tabelle III kann 
als Beispiel gelten. Die Fische waren 4 Stunden in SiSwasser, 
dann 2 Stunden in ™/,,, Na-Acetat gewaschen worden, ehe sie 
in die Lésungen von KCl gebracht wurden. 


Tabelle III. 














Zahl der tiberlebenden Fische in 
Nach Tagen 025 | 0,55 ll | 22 | 33 
com ™/, essigsaures Kalium in 100 com der Lésung in H,O 
1 6 tf e@gtgeetit 
2 5 3 | 0 0 | 0 
3 5 3 | 
4 5 3 | 
5 5 3 | | 
6 5 3 
7 5 3 Ci | 
8 5 3 | 
9 5 3 | | 
10 5 3 | | 





Im allgemeinen wurden die Lésungen mit essigsaurem 
Kalium rasch triibe, eine Erscheinung, die bei allen Lésungen 
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mit organischen Stoffen beobachtet wurde. Vermutlich waren 
Bakterien oder sonstige Nebenbedingungen hier von EinfluB. 
Es ist auch noch noétig, zu erwahnen, daB die Versuche 
der Tabellen I, II und III gleichzeitig angestellt wurden, so daB 
die Temperaturverhaltnisse fiir diese 3 Versuche identisch waren. 


4. Die Giftigkeit von Lésungen von verschiedenen 
Natriumsalzen. 

Im Jahre 1899 machte ich darauf aufmerksam, daB das 
im Seewasser und im Serum enthaltene K und Ca nicht direkt 
fiir die Tiere nétig sei, sondern nur zur Entgiftung des NaCl 
diene, das in hdheren Konzentrationen giftig sei. Diese Tat- 
sache wird auch bei den Versuchen an den halb ausgewachsenen 
Fundulus wieder bemerkbar. Da in den Versuchen dieser 
Arbeit NaCl zur Entgiftung benutzt wird, war es notig, die 
Grenzen der Giftigkeit von reinen NaCl-Lésungen fiir diese 
Fische genauer kennen zu lernen. 





Tabelle IV. 
Zahl der iiberlebenden Fische in 
Nach Tagen 
™/100 ™/20 ™/s "/4 ™/ NaCl 
2 6 6 6 6 3 
3 6 6 6 3 0 
4 6 6 6 2 
5 6 6 6 2 
6 6 6 6 2 
7 6 6 6 2 
10 6 5 6 ] 
15 5 5 6 1 





Das ist ein Beispiel eines giinstigen Versuches. Im all- 
gemeinen starben die Fische in Lésungen, die konzentrierter 
waren als ™/, in kurzer Zeit, wahrend sie in Lésungen von ™/, 
und darunter beliebig lange am Leben blieben. Der Zusatz 
von Ca und K zur NaCl-Lisung wird bei Fundulus erst nétig, 
wenn die NaCl-Lésung eine héhere Konzentration besitzt als ™/,, 
also héher ist als ein Vierte] der normalen Konzentration. 

Die Lésungen von Na,SO, sind viel giftiger als die Lésungen 
von NaCl. Eine ™/, Na,SO,-Lésung ist giftiger als eine ™/, NaCl- 
Lésung. In einer ™/,, Lésung von Na,SO, konnten die Fische 
etwa 10 Tage leben, also nicht so lange wie in einer ™/, Losung 


von NaCl. Das riihrt wohl daher, da8 eine so konzentrierte 
Biochemische Zeitschrift Band 31 30 
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Lésung von Na,SO, das Ca an der Oberflache des Tieres zum 
Teil fallen muB. 

Eine ™/,, Lésung von Na,SO, ist wenigstens so weit un- 
giftig, daB sie als entgiftende Lésung benutzt werden kann. 
m/,, und ™/,,, Lésungen von Na,SO, waren praktisch harmlos 
fiir die Fische, die in solchen Lésungen lange leben konnten. 

Es sei an dieser Stelle bemerkt, daB die bei diesen Ver- 
suchen gebrauchten Salze die reinsten Kahlbaumschen Pra- 
parate, im Falle von NaCl und Na,SO, die mit der Marke 
Zur Analyse‘‘ versehenen Salze waren. 


5. Bestimmung des Entgiftungskoeffizienten von KCl 
durch NaCl fiir mittlere Konzentration von KCl. 
Ich fand sehr bald, daB eine NaCl-Lésung imstande ist, 
eine Lésung von KCl zu entgiften, und daB sich die Grenz- 
konzentration des NaCl, bei der diese Entgiftung eintritt, scharf 
bestimmen Jat. Als Beispiel diene einer meiner ersten Ver- 
suche in dieser Richtung. 2,2 ccm ™/, KCl waren in je 100 ccm 
der folgenden Lésungen von NaCl geldst: ™/,59, ™/oo, ™/s, ™/4 
¢m/.,™/,. In jede Lésung wurden je 6 Fundulus gebracht und 
jeden Tag die Zahl der iiberlebenden Fische festgestellt. 











Tabelle V. 
Zahl der iiberlebenden Fische in 2,2 com ™/, KCl pro 100 ccm 
Nach Tagen 
H,O | "/100 | "/eo | "/e | "/e | *™/e | "/e NaCl 
1 ist ts 4 6 6 6|)hlU6 
2 0 | 0 | o 0 6 5 | 6 
3 6 4 6 
4 | 5 3 5 
5 5 3 4 
6 5 3 1 
7 5 3 0 
14 4 3 





Man sieht, daB eine ™/, Lésung von NaCl noch villig 
auBerstande ist, die KCl-Lésung zu entgiften, wahrend die 
Entgiftung in der ™/, Losung vollstandig ist. 

Es wurde bei der Wiederholung desselben Versuches mit 
2,2 com ™/, KCl gefunden, daB die entgiftende Konzentration 
des NaCl wie in diesem Versuche zwischen ™/, und ™/, liegt. 
Das fiihrte naturgema8 zur Frage, ob die zur Entgiftung nétige 
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Konzentration des NaCl sich mit der Konzentration des KCl 
andert. Die folgenden 3 Versuchsreihen mit 1,1 und 2,2 und 
4,4 ccm KCl in 100 ccm der Lésung wurden gleichzeitig zum 
Vergleich angestellt. 


Tabelle VI. 























Zahi der tiberlebenden Fische in 1,1 ccm ™/, KCl pro 100 ccm 
Nach Tagen 
"oo | “ie | “s 3™/16 Mle | 5™/g | ™/, NaCl 
1 5 6 6 5 | 6 | 6 6 
2 3 4 6 5 6 6 5 
3 0 2 6 4 6 5 4d 
4 ] 6 4 5 5 4 
5 0 6 4 5 5 4 
6 4 3 5 4 4 
| + 3 5 3 4 
8 4 3 5 3 4 
9 4 3 5 3 4 
16 4 3 5 2 0 
Tabelle VII. 
Zah!] der itiberlebenden Fische in 2,2 cem ™/, KCI pro 100 ccm 
Nach Tagen é‘ 
"oo | “he | “le | re | "Me | 7s |" NaCl 
l 4 6 6 6 6 6 | 6 
2 1 1 3 6 6 6 | 4 
3 0 0 0 5 6 5 4 
4 2 5 5 | 2 
5 1 4 4 | 2 
6 1 4 4 | 2 
7 1 4 4 } 1 
14 ] 4 S 7 1 
21 0 4 1 1 
Tabelle VIII. 
Zahl der iiberlebenden Fische in 4,4 ccm ™/, KCl pro 100 ccm 
Nach Tagen 
ee Se ER. Be 
1 5 5 2 5 7 6 
2 0 0 0 2 7 1 
3 0 5 1 
4 4 1 
5 3 1 
6 3 1 
7 3 1 
8 l 1 
9 ] 1 
10 l 1 
1] 0 1 
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es 
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Vergleicht man diese 3 Tabellen, so fallen die folgenden 
Tatsachen auf, erstens, daB die Grenzkonzentration, bei der die 
entgiftende Wirkung des NaCl auftritt, eine scharfe ist, und 
daB diese Konzentration anscheinend direkt proportional der 
Konzentration des KC] ist, namlich fiir 


1,1 ccm KCl zwischen ™/,, und ™/, NaCl, 
22 »» bei */,, m NaCl, 


3 
4,4 ” ” Bl ls ” ” 


liegt. Spiatere Versuche zeigten, daB die entgiftende Wirkung 
von 1,1 ccm KCl gewohnlich eintritt, wenn Cy,c; ungefaéhr *™/,, 
ist. Ein dritter Umstand, der zu beachten ist, ist die Tatsache, 
daB bei 4,4 KCl die Entgiftung nicht mehr so vollstandig ist 
wie bei 2,2 oder 1,1 KCl; d.h. die Zahl der iiberlebenden Tiere 
ist bei 4,4 KCl auch bei maximaler Entgiftung kleiner als bei 
2,2 KCl. 

Wir wollen nun, ehe wir weiter gehen, einen neuen Begriff 
einfiihren, der fiir das Gebiet der antagonistischen Salzwirkungen 
wichtig ist, namlich den des Entgiftungskoeffizienten. 
Darunter verstehen wir den Wert des Verhiltnisses der Kon- 
zentration des giftigen zu der des entgiftenden Salzes, die zur 
intgiftung gerade ausreicht. Die wesentliche Aufgabe war nun, 
diesen Koeffizienten fiir KCl und NaCl genauer zu bestimmen, 
als das in den vorhin erwaihnten Versuchen geschah. Zu dem 
Zweck wurden Versuche angestellt, in denen das Konzentrations- 
intervall von NaCl ™/,, war. Es wurde der Entgiftungs- 
koeffizient fiir 5 verschiedene Konzentrationen von KCl be- 
stimmt. Die Tabellen sollen in extenso mitgeteilt werden. 


Tabelle IX. 





Zahl der iiberlebenden Fische in 1,1 cem ™/, KCl pro 100 com 
Nach Tagen 
2/39 3/s0 4/30 5/52 m NaCl 
2 5 6 6 6 
3 1 6 6 6 
4 0 6 6 6 
5 1 6 6 
6 0 6 6 
7 6 6 
s 6 4 
9 6 4 
14 6 4 
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Die Lésungen, die in diesen Abhandlungen erwahnt sind, 
waren stets so gewahlt, daB die betreffende Menge des giftigen 
Salzes in 100 ccm der Lésung enthalten war. 2,2 ccm ™/, KCl 
waren also beispielsweise stets in 100 ccm der entgiftenden 
Lésung enthalten. 





Tabelle X. 
Zahl der tiberlebenden Fische in 1,65 cem ™/, KCl pro 100 ccm 
Nach Tagen 
"ise te __he | ‘hae _| "he m Natt 
2 4 5 6 7 7 
3 0 6 | 7 
: 2 7 7 
5 2 7 7 
6 ] 7 7 
7 1 7 7 
8 1 7 7 
9 0 6 7 
14 2 3 





Tabelle XI. 





Zahl der iiberlebenden Fische in 2,2 cem ™/, KCl pro 100 com 
Nach Tagen 
*/s2 */s2 "/s2 */s2 */s2 m NaCl 
2 6 6 j 6 6 
3 0 5 6 5 6 
4 4 6 5 6 
5 3 6 5 6 
6 2 5 5 6 
7 2 5 5 6 
8 2 5 5 6 
9 1 4 4 6 
14 ! 0 2 3 





Tabelle XII. 





Zah! der iiberlebenden Fische in 2,75 ccm ™/, KCI in 100 cem 
Nach Tagen 
®/30 */s0 */30 */30 2°/3o m NaCl 
2 4 6 6 6 6 
3 0 5 6 6 6 
4 2 4 6 6 
5 2 4 5 5 
6 2 4 5 +t 
7 2 4 5 4 
8 2 4 5 4 
9 2 3 5 3 
14 2 0 ] 1 
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Tabelle XIII. 














Zahl der iiberlebenden Fische in 3,3 com ™/, KCl in 100 ccm 
Nach Tagen : ; 
Iso | Sse | se 19/39 | “/se | **/s2 m NaCl 
2 6 | 6 6 6 6 7 
3 l | 4 5 + 5 7 
4 0 1 5 2 5 7 
5 | oO 2 2 5 7 
6 2 2 4 6 
7 2 |; @2 4 5 
8 2 | l + 5 
9 2 | 1 4 5 
14 0 1 2 5 





Bestimmen wir nun den Entgiftungskoeffizienten fiir KCl 
durch NaCl, so haben wir in diesen Versuchen folgende Daten. 


Tabelle XIV. 


Entgiftungs- 

Koeffizient 

Cker! Cxaci 
1,1 com ™/, KCl entgiftet durch 100 ccm 3/;, m NaCl')  */,7—"/a9 
1,65 5, 5» ” ” 100 5, "se w "iy 
2,2 eo ” ” 100 4» “se 1» » iy 
2,75 ” ” ” ” ” 100 ” 7/30 ” ” "he 
3,5 ” ” ” ” ” 100 ” 9/39 ” ” Way 


Der Entgiftungskoeffizient Cge/Cyaq ist also prak- 
tisch konstant, und zwar im Durchschnitt */,,. Die 
Einzelwerte schwanken nur wenig um diesen Wert. Diese 
Schwankungen kénnten dadurch bedingt sein, daB die Kon- 
zentrationsintervalle fiir NaCl nicht klein genug gewahlt waren, 
oder daB sie in den Grenzen der Genauigkeit dieser Versuche 
liegen. Es wurde eine Versuchsreihe mit 1,1 com ™/, KCl und 
1,65 com ™/, KCl angestellt, in denen das Konzentrations- 
intervall der entgiftenden NaCl-Lésung ™/,,,. resp. ™/,, betrug. 
Das Resultat ist in den Tabellen XV und XVI wiedergegeben. 

Der Entgiftungskoeffizient ist */,, resp. */,,. In einem 
analogen Versuch bestimmte ich den Entgiftungskoeffizienten 
fiir 2,2ccm und 2,75 ccm ™/, KCl, ebenfalls fiir Intervalle von 
m/ oo von NaCl. Der Entgiftungskoeffizient fiir 2,2 ccm KCl 
betrug */,,, der fiir 2,75 ccm */,,. Wir kommen also zu 
dem SchluB, da8B der Entgiftungskoeffizient von KCl 


1) Der wirkliche Wert liegt ein wenig iiber */,. m. 
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durch NaCl praktisch konstant ist und nur wenig vom Werte 
1/,, abweicht, solange die Konzentration von KCl zwischen 1,1 


und 3,3ccm ™/, KCl in 100 ccm der Lésung betragt. 


Tabelle XV. 











=§| Zahi der tiberlebenden Fische in 1,1 com ™/, KCl pro 100 com 
22 . R ; ; 
_ 100) /100\""/ 100 4 /100\°"/100\""/100 71 100|""/100\""/100|1°™/ 100 M100 **™/100 
@}i2}1}2/1/1/3 |}3 15/15] 6! 6j 6 
310; 0 0; 0 0 0; 0 1 2 6 6 6 
4 0 l 5 5 5 
5 5 5 5 
6 5 5 5 
7 5 5 5 
10 5 5 5 





Tabelle XVI. 





Nach | Zahl der iiberlebenden Fische in 1,65 ccm ™/, KCl pro 100 ccm 
Tagen _ 
“6 7 hoo | ®™/100 | *"/100 **/100 S/100 |" / 00 | ” /100 1/400 29% / 100 
2 2 l 1 0 1 | 4 5 5 6 
3 0 0 0 0 0 0 1 3 5 
4 0 S t 2 
5 | 4 
6 &. 
7 | 2 
10 2 





Da im Seewasser und anscheinend auch in der optimalen 
Durchspiilungsfliissigkeit fiir das Herz das Konzentrations- 


€ 


2,2 
verhaltnis KCl : NaCl = 100” also angenahert — '/,, ist, so 


sieht man, daf fiir eine vollstandige Entgiftung hier gesorgt 
ist, auch wenn man von der entgiftenden Wirkung des Ca 
absieht. 


6. Bestimmung des Entgiftungskoeffizienten fir 
niedrigere Konzentrationen von KCl. 


Die Bestimmung des Entgiftungskoeffizienten von KCl 
durch NaCl fiir niedrige Konzentrationen von KCI bietet eine 
Schwierigkeit, die dadurch bedingt ist, daB in solchen Kon- 
zentrationen das KCl wenig giftig ist. Gleichwohl kommt man 
zum Ziele. Eine Reihe von Tabellen wird das klar machen. 
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Tabelle XVII. 





Nach Zahl der iiberlebenden Fische in 0,6 com ™/, KCl 
Tagen pro 100 ccm der Lésung in 
H,O  "/es | */ea | 3/ea  */ea | */ee 8/44 m NaCl 
es 7 ! 
2 3 5 6 5 6 6 6 
3 2 2 4 5 5 6 6 
4 2 2 2 5 5 6 6 
5 2 2 2 5 5 5 6 
6 2 2 2 5 5 | 5& 6 
7 2 1 2 4 5 | & 6 
8 2 l 2 4 5 5 6 
9 2 l 2 4 5 | 5 6 
| 





In der ™/,, und ™/,, Lésung von NaCl sind die Resultate 
nicht besser als in der Lésung von 0,6 ccm ™/, KCl in destil- 
liertem Wasser. In der *),, m Lésung von NaCl und in den 
hdéheren Konzentrationen von NaCl aber tritt das normale Ver- 
halten der Fische ein, das fiir die durch NaCl vdllig oder 
nahezu entgiftete Lésung von KCl charakteristisch ist. Wir 
diirfen also sagen, daB die volle Entgiftung einer Losung von 
0,6 com KCl durch NaCl bei */,, m NaCl liegt. 

Zur Bestaétigung des Gesagten soll die Tabelle XVIII dienen, 
in der 0,7 com KCl zur Vergiftung beniitzt wurden. Der Ver- 


such war mit dem vorigen gleichzeitig — also mit dem gleichen 
Material und bei der gleichen Temperatur — angestellt. 


Tabelle XVIII. 





Nach Zahl der iiberlebenden Fische in 0,7 com ™/, KCI 
Tagen pro 100 com der Lésung in 
H,0 */ea */64 lea | “lea lee */ea = NaCl 

2 6 5 5 6 6 6 6 

3 4 l 2 4 6 6 6 

4 3 0 1 2 5 6 6 

5 3 1 1 1 6 6 

6 3 1 1 4 6 6 

7 2 1 1 4 6 6 

8 2 1 1 4 6 6 

9 2 1 1 4 6 6 





In diesem Falle lat sich mit vélliger Sicherheit behaupten, 
daB 0,7 com ™/, KCl in 100 ccm einer */,, bis */,, m Lésung 
von NaCl giftiger, resp. mindestens ebenso giftig ist wie in 
100 ccm destilliertem Wasser, da®B aber in Lésungen von 
*/., moder mebr NaCl, Entgiftung eintritt. 





























Entgiftung von Kaliumsalzen durch Natriumsalze. 466 


Nach dem Gesagten sind die folgenden Tabellen, die Ver- 


suche mit 0,9 und 1,0cem ™/, KCI pro 100 ccm der Lésung 
wiedergeben, ohne weiteres verstandlich. Die Versuche sind 
gleichzeitig mit denen in Tabelle XVII und XVIII an- 











gestellt. 
Tabelle XIX. 

Nach Zah! der iiberlebenden Fische in 0,9 com ™/, KCl 

Tagen pro 100 com der Lésung in 
H,O M/e4 ®/e4 9/e4 4/64 5/64 ®/eq m NaCl 

2 3 4 2 6 5 6 6 

3 2 0 2 3 3 6 6 

4 2 1 1 3 5 5 

5 2 1 l 2 5 4 

6 1 1 l 2 5 4 

7 1 1 l 2 5 4 

8 0 l l 2 5 4 

9 l 1 3 5 3 

Tabelle XX. 
Nach Zahl der iiberlebenden Fische in 1,0 cem ™/, KCl 
Tagen pro 100 ccm der Lésung in 
HO "es */es 9/e4 */e4 5/e4 ®/g4 m NaCl 

2 3 3 3 3 6 6 6 

3 3 0 0 2 4 3 6 

4 1 0 0 0 0 2 6 

5 0 1 5 

6 1 5 

F 1 5 

8 1 5 

9 1 5 





Wiahrend die zur Entgiftung von 0,9 ™/, KCl nétige Kon- 


zentration von NaCl °/,, m ist, liegt sie fiir 1,0 KCl etwas 
unter, aber nahe bei °/,,m NaCl. Fiir 1,1 m KCl lag sie in 
diesem Versuche etwas iiber */,,m NaCl. Wir erhalten also 


nach 


0,6 
0,7 
0,9 
1,0 
1,1 


dieser Versuchsreihe die folgenden Entgiftungskoeffizienten. 


Tabelle XXI. 


Entgiftungs- 

koeffizient 
ccm ™/. KCl entgiftet in 100 cem 3/54 m NaCl M16 
i: fe 9 » 100 « ae i I/i3 
9 ” 9 ry oo 100 ” 5/64 ry ” V9 

" ua ” » 100 ,, */ee—*/es ” ” "he—"V19 


6 
gag og po > ar, es a Wy 
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Man sieht also, da8 der Entgiftungskoeffizient von KCl 
durch NaCl auch fiir niedrige Konzentrationen von KCl an- 
genahert */,, betragt, also konstant bleibt. Nebenbei soll hier 
ein Resultat vorliufig mitgeteilt werden, auf das wir in einer 
spateren Abhandlung zuriickkommen werden, naémlich da8 sehr 
niedrige Konzentrationen von NaCl nicht nur nicht entgiftend, 
sondern im Gegenteil sensibilisierend fiir die Giftigkeit des 
Kaliums wirken. Die Tabellen XVIII bis XX zeigen das sehr 
deutlich. 


7. Bestimmung des Entgiftungskoeffizienten fiir KCl- 
Lésungen von héheren Konzentrationen. 


Die bisherigen Versuche erstreckten sich auf Konzen- 
trationen von 0,6 bis 3,3 ccm ™/, KCl in 100 ccm der Lésung. 
Lassen sich auch KCl-Lésungen von hodherer Konzentration 
durch NaCl entgiften und bleibt der Entgiftungskoeffizient 
konstant? Der Grund, daB diese Frage gesondert behandelt 
wird, liegt darin, daB fiir hdhere Konzentrationen von KCl die 
Entgiftung unvollstandig ist, d. h. daB nicht alle Tiere oder 
die Mehrzahl derselben, sondern meist nur ein bis zwei Tiere 
lange tiberleben. 

In Vorversuchen wurde festgestellt, wieviel KCl iiber- 
haupt durch NaCl entgiftet werden kann. Es stellte sich 
heraus, daB die oberste Grenze etwa bei 6,6 ccm ™/, KCl in 
100 ccm der Lésung liegt. Auf diesen Grenzwert komme ich 
in einer spaiteren Arbeit zuriick. 

Nimmt man die Intervalle von NaCl gréBer als ™/,,, so 
findet man ungefaihr dieselben Entgiftungskoeffizienten wie bei 
den niedrigeren Konzentrationen. In einem Versuche wurden 
folgende Resultate gefunden: 

2,2 com ™/, Kaliumacetat wurden entgiftet in 100 ccm 3/,, m NaCl 


4,4 ” ” ” ” ” ” 100 ” 3/3 ” 
6,6 ” ” ” ” ” ” 100 ” m/,—/s ” 


In diesem Versuche waren die Grenzkonzentrationen etwas 
scharfer, als das sonst bei diesen hohen Konzentrationen von 
KCl der Fall ist. 

Zur Bestimmung des Entgiftungskoeffizienten wurden nun 
Versuchsreihen mit kleineren Konzentrationsintervallen an- 
stellt. Um das Tabellenmaterial in dieser Abhandlung nicht 
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allzusehr zu hiufen, seien nur die Resultate mitgeteilt. In 
einer Versuchsreihe wurde die Entgiftungskonzentration von 
NaCl fiir 4,4, 4,95 und 5,5 ™/, KCl in 100 com der Lésung 
festgestellt. Das Konzentrationsintervall fiir NaCl betrug ™/,,. 
Die folgende Tabelle gibt das Resultat. 


Tabelle XXII. 


Entgiftungs- 

koeffizient 
4,4 ccm ™/, KCl entgiftet in 100 com !1/;. m NaCl My. 
4,95 ” ” ” ” ” 100 ” 12/36 ” ” Ms 
5,5 ” ” ” ” ” 100 ” 18/59 ”» "hs 


In einem zweiten Versuche war das Intervall der Kon- 
zentration des NaCl ebenfalls ™/,,. 


Tabelle XXIII. 


Entgiftungs- 
koeffizient 
3,3 com ™/, KCl wurden entgiftet durch 100 com °/;, m NaCl 4/,, 
4,4 ” ” ” ” ” ” 100 ” 11/50 ” ” "le 
5,5 ” ” ” ” ” 100 ” 13/56 ” ” Ihe 
Cxei 


Es scheint also, daB der Entgiftungskoeffizient fiir 


Craci 
4,4ccm bis 5,5 ccm ™/, KCl in 100 ccm der Lésung */,, bis 
1/,, ist. Es findet also, wenn iiberhaupt, nur eine geringe Zu- 
nahme des Wertes des Koeffizienten an der oberen Grenze statt. 


8. Versuche mit nicht gemeinsamem Anion. 


In allen bisher erwaihnten Versuchen hatten das giftige 
und entgiftende Salz ein gemeinsames Anion. Es wurde fest- 
gestellt, da® hierdurch der Entgiftungskoeffizient nicht beein- 
flu8t wird. Die folgenden Versuche sollen als Beispiel dienen. 

0,5 com ™/, K,SO, wurden entgiftet in 100 ccm ™/, NaCl 
BE nt ” ” o» jo Se cn Me on 
2 Oo» om ” % a Oe De <m 

Beriicksichtigt man, da8 fiir die Giftwirkung die K-Ionen 
und nicht die K,SO,-Molekiile in Betracht kommen, so sieht 
man, daB die Werte fiir den Entgiftungskoeffizienten identisch 
sind mit dem fiir KCl gefundenen. 

Ferner sei das Resultat einer Versuchsreihe mit essig- 
saurem Kalium als giftiger und NaCl als entgiftender Lésung 
angefiihrt (Konzentrations-Intervallen von NaCl ™/,,). 
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Tabelle XXIV. 


Entgiftungs- 
koeffizient 
1,1 com ™/, essigsaures Kalium wurden entgiftet 
in 100 cem 4/3, m NaCl Mig 
1,65 com ™/, essigsaures Kalium wurden entgiftet 
in 100 ccm 5/3, m_ NaCl I/t9 
2,2 com ™/, essigsaures Kalium wurden entgiftet 


in 100 com ®/,.—7/3. m NaCl '/;,—"/oo 
3,3 ccm ™/, essigsaures Kalium wurden entgiftet 
in 100 cem = °/35 m_ NaCl Vii9 
Das gemeinsame Anion in den Versuchen mit KCl be- 
einfluBte also den Wert des Entgiftungskoeffizienten nicht 
wesentlich. 


Il. Wird K durch das gleichsinnige oder das entgegengesetzt 
geladene Ion des antagonistischen Salzes entgiftet? 
Die Tatsache, da8 der Entgiftungskoeffizient von KCl 

durch Natriumsalze nahezu konstant ist, erinnert an das Ver- 

teilungsgesetz, und es liegt nahe anzunehmen, daB es sich bei 
der Entgiftung von KCl durch Natriumsalze im Grunde darum 
handelt, da®B sich die beiden Metalle K und Na auf ein ge- 
meinsames, an der Oberfliche des Fisches enthaltenes Anion 
verteilen. Diese Annahme steht im Einklang mit der von 
mir vor 12 Jahren ausgesprochenen Hypothese, daB die Be- 
deutung der drei Metalle Na, K und Ca fiir die Erhaltung des 

Lebens darin liegt, daB dieselben mit demselben Bestandteil 

— vermutlich einem EiweiSkérper — eine Verbindung bilden,') 

aus der sie sich gegenseitig nach dem Massenwirkungsgesetz 

verdringen kénnen. Nur dann sei der Ablauf des Lebens in 
der Zelle méglich, wenn die drei Metalle sich mit dem ge- 
meinsamen, vermutlich kolloidalen Anion des lebenden Or- 
ganismus in dem Verhiltnis verbinden, wie es das Massen- 
wirkungsgesetz und die relative Konzentration der drei Ionen 

im Seewasser resp. Serum bedingen. 

Alle diese Annahmen aber verlangen den Nachweis, daB 
bei der Entgiftung von KCl durch NaCl der Antagonismus 
zwischen den gleichsinnig geladenen Ionen K und Na und 
nicht zwischen den entgegengesetzt geladenen Ionen K und Cl 


1) Der Gedanke, da8 Ionen sich mit Eiwei®kérper verbinden, war 
unabhingig von mir auch von Wolfgang Pauli ausgesprochen worden. 
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besteht. Dieser Nachweis ist noch nicht erbracht. Wenn eine 
*/,m Lésung von NaCl durch eine 2000mal geringere Kon- 
zentration von CaCl, entgiftet wird, so besteht kaum ein 
Zweifel, daB Ca das entgiftende Ion ist. Ob aber Na oder 
Cl das giftige Ion ist, ist nicht klar. Tatsichlich vertreten 
A. P. Mathews und W. Koch") und vielleicht auch andere 
heute noch die Ansicht, da in diesen und fhnlichen Fallen 
der Antagonismus immer zwischen den entgegengesetzt ge- 
ladenen Ionen besteht, daf also, wenn Na das entgiftende, Cl 
das giftige Ion ist. 

Es schien mir nun, da8 es méglich sei, eine Entscheidung 
zwischen den hier bestehenden Moéglichkeiten herbeizufiihren. 
Wir wissen, daB die giftige Wirkung der Kaliumsalze in diesen 
Versuchen vom Kaliumion und nicht vom Anion Cl ausgeht, 
da die Fische in den Lésungen von NaCl, CaCl, oder MgCl, 
von der Konzentration, in der das KCI allein tédlich ist, be- 
liebig lange leben. Es ist nur zweifelhaft, ob die entgiftende 
Wirkung des NaCl vom Na-Ion oder vom Cl-Ion ausgeht. Der 
Umstand, daB der Entgiftungskoeffizient KCl/NaCl nahezu eine 
Konstante ist. erlaubt die Frage zu beantworten, wenn wir als ent- 
giftendes Salz ein Salz mit zweiwertigem Anion, z. B. Na,SO,, an- 
wenden. Wird das K-Ion durch das Na-Ion entgiftet, so muB 
eine genau halb so groBe Konzentration von Na,SO, zur Ent- 
giftung von KCl ausreichen, wie sie im Falle von NaCl ndtig ist. 

Geht dagegen die antagonistische Wirkung vom Anion 
aus, so ist zu erwarten, daB die Hardy-Whethamsche Regel 
zutrifit, nimlich, daB die Wirkung eines Ions eine exponentielle 
Funktion seiner Wertigkeit ist. Meine friiheren Versuche iiber 
die Entgiftung von Lésungen von Salzen mit einwertigem 
Metall (NaCl, KCl, LiCl) durch Salze mit zweiwertigem Metall haben 
gezeigt, daB der Entgiftungskoeffizient, z. B. NaCl/CaCl,, nicht 
nur kein echter Bruch, sondern sehr groB ist; fiir °/, m NaCl 
war er ungefaihr 2000*); wahrend der Koeffizient fiir die Ent- 
giftung einer ZnSO,-Losung durch NaCl wieder ein echter 
Bruch ist, namlich etwa */,,%). (Der Entgiftungskoeffizient 
war damals nur fiir wenige Konzentrationen der giftigen Loésung 


1) W. Koch, Hoppe-Seylers Zeitschr. 63, 432, 1909. 
2) Loeb, Am. Journ. of Physiol. 6, 411, 1902. 
3) Loeb und Gies, Arch. f. d. ges. Physiol. 93, 246, 1902. 


ne re ene - 
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bestimmt worden.) Ware also im Falle der Entgiftung von 
KCi durch Na,SO,, SO, das entgiftende Ion, so sollte man 
erwarten, daf die entgiftende Wirkung von Na,SO, nicht 2mal, 
sondern vielmal gréBer wire als die von NaCl. Die Versuche 
ergeben aber fast ausnahmslos und mit groBer Schirfe, daB 
die entgiftende Wirkung von Na,SO, genau 2mal so groB ist 
wie die einer aquimolekularen Chlornatriumlésung. 

Es wurde der Entgiftungskoeffizient fiir 0,7 com ™/, KCl 
mit NaCl und Na,SO, ermittelt. Tabelle XXV und XXVI 
geben die Resultate. 


Tabelle XXV. 

















Zahl der iiberlebenden Fische in 0,7 com ™/, KCl 
Nach Tagen pro 100 com 
| thea | lea | */oa | tls | "loa | S/og m NaCl 
2 1 a|e6f|e6]e 6 
3 0 1 5 6 6 6 
4 0 1 6 | 66 6 
5 0 6 | 6 6 
6 6 6 6 
7 | 6 | 6 5 
8 6 | 6 5 
9 6 6 5 
Tabelle XXIV. 
Zahl der iiberlebenden Fische in 
Nach 
Tagen 0,7 ccm ™/, KCl pro 100 ccm 
ea | Plea | *ea_(S/oam NaS, 

2 5 | 6 7 | € 

3 0 Ss i 6 4 

4 6 | 5 4 

5 . & & 4 

6 5 4 4 

7 5 4 4 

s 5 4 4 

9 5 | 4 3 








Die Entgiftungskonzentration ist im Falle von NaCl genau 
2mal so hoch wie im Falle von Na,SO,, namlich */,, m fiir 
NaCl und ?/,, m fiir Na,SO,. Der Entgiftungskoeffizient ist 
also in beiden Fallen der gleiche, wenn man Na als das ent- 
giftende Ion ansieht. Man erhalt namlich alsdann in beiden 
Fallen den Wert */,, (derselbe Wert, den wir fiir dieselbe Kon- 
zentration von KCl auch in den friiheren Versuchen erhielten). 











TL Ae 
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Bei der prinzipiellen Bedeutung des hier behandelten Problems 
war es notig, eine gréBere Zahl von Bestimmungen zu machen. 
Bei diesen Versuchen war es nur modglich, mit niedrigen Kon- 
zentrationen zu arbeiten, weil Losungen von Na,SO, in Kon- 
zentrationen iiber ™/, oft schon zu giftig sind, um fiir diesen 
Zweck benutzt werden zu kénnen. 

Tabelle XXVII und XXVIII geben zwei gleichzeitig an- 
gestellte Versuche mit 1,1 und 1,65 ccm ™/, KCl in 100 ecm 
der Lésung. Man wird sich aus den vorausgehenden Tabellen 
erinnern, da8 zur Entgiftung von 1,1 ccm ™/, KCl in 100 ccm 
der Lésung eine */,, bis ™/, Lésung von NaCl und fir die Ent- 
giftung von 1,65 ccm ™/, KCl in 100 ccm Lésung eine °/,, bis 
*/s2 m Lésung von NaCl erforderlich war. 


Tabelle XXVII. 





Zahl der iiberlebenden Fische in 1,1 cem ™/. KCl pro 100 ccm 
Nach Tagen 
™ioo | “/se | ™/ee ™ie | %/se |™/— Na,SO, 
1 6 6 6 6 6 6 
2 3 5 6 6 3 3 
3 0 0 4 6 1 3 
4 1 6 1 1 
5 0 5 1 1 
6 5 1 1 
7 5 1 0 
8 3 0 
9 2 
16 2 





Tabelle XXVIII. 
Zahl der iiberlebenden Fische in 1,65 ccm ™/, KCl pro 100 ccm 














Nach Tagen 
"oo | “/se | “lea | “re | se |"/e Na,SO, 
1 5 6 6 | 6 6 | 6&5 
2 4 2 5 6 6 1 
3 0 0 0 3 4 1 
4 1 s | 1 
5 0 . i-§ 
6 2; 1 
7 1 l 
~ 1 | 1 
9 1 l 
10 | eT 
1 | 1.4 
12 1 | 0 
16 1 


Bestimmt man den Entgiftungskoeffizienten in diesen zwei 
Versuchen, unter der Annahme, daB K durch Na ent- 
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giftet wird, so erhalt man nach Tabelle XXVII etwa den 
Wert */,, (da die Entgiftungskonzentration zwischen ™/,, und 


m/ , Na,SO, liegt); und nach Tabelle XXVIII den Wert *),,. 
In einem weiteren Versuche wurden die entgiftenden 
Konzentrationen von Na,SO, fiir 1,1, 1,65 und 2.2 ™/, KCI, fiir 
Intervalle von ™/,,, Na,SO, bestimmt. Die Resultate finden 
sich in Tabelle XXIX, XXX und XXXI. 
Tabelle XXIX. 

















Zahl der iiberlebenden Fische in 1,1 com ™/, KCl pro 100 cem 
Nach Tagen der Lésung 
H,0 "yoo 7/100) 8/100 | 4/100 © /100- °/100 M Na,SO, 
l 6 6 6 6 6 6 6 
2 4 4 3 6 5 6 6 
3 2 ] 0 3 2 5 6 
4 2 0 0 l 4 4 
5 l 0 ] 4 
6 ] 1 4 
7 l 0 3 
8 1 0 2 
Tabelle XXX. 
' Zahl der iiberlebenden Fische in 1,65 cem ™/, KCl pro 100 cem 
Nach a ; 
T; der Lésung in 
agen 
H2O %/i00  */100 8/100) 8/100 = 7/100 8/100 */100 M Na SO, 
l 6 6 6 6 6 6 6 6 
2 6 2 2 t 6 6 5 5 
3 5 0 0 2 3 5 f 2 
2 1 0 3 3 2 
5 0 0 3 3 0 
6 2 3 
7 2 3 
S 2 2 
Tabelle XXXI. 
Nach Zahl der tiberlebenden Fische in 2,2 ccm ™/, KCl pro 100 ccm 
Nac ~ . 
Tagen der Lésung in 
H,0  °/100 | °/100 | 7/100 | 8/100 °/100 | *°/100 | **/100 **/100™ NagSOg 
l 6 6 6 6 6 6 6 6 5 
2 4 2 4 5 4 5 4 2 2 
3 l 0 1 0 2 0 2 l 2 
4 0 0 | 1 1 2 
5 1 0 0 2 
6 1 0 
7 1 
8 0 
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In diesen Versuchen ist die Entgiftungskonzentration von 
Na,SO, fiir 1,1 com ™/, KCl °/,,, m, fiir 1,65 ™/, KCl 7/,,, und 
fiir 2,2 com ™/, KQi */,,, Na,SO,. Berechnet man die Ent- 
giftungskoeffizienten auf Grund dieser Werte unter der Annahme, 
daB Na das entgiftende Ion ist, so erhaélt man die folgenden 
Werte: */,,, '/,, und */,,, also nahezu dieselben Werte, die man 
bei der Entgiftung von KCl durch NaCl erhilt. 

Bei der Wichtigkeit des Gegenstandes seien noch einige 
weitere Tabellen mitgeteilt. In Tabelle XXXII waren 0,55 ccm 
m/, K,SO, als giftiges und Na,SO, als entgiftendes Salz benutzt. 


Tabelle XXXII. 





Zahl der iiberlebenden Fische in 0,55 com ™/, K,SO, 
Nach Tagen pro 100 ccm der Lésung in 
ie : ae "/s2 = "ee i "ie 3™/s0 ™/s Na,SO, 

1 l 4 5 4 l 

2 0 1 4 2 l 

3 0 2 l 1 

4 1 1 1 

5 1 1 1 

6 1 l 0 

7 1 1 

8 1 1 

9 1 1 
15 1 1 





Sieht man K als das giftige, Na als das entgiftende Ion 
an, so erhalt man als Entgiftungskoeffizienten '/,,, wenn man ™/,, 
als die Entgiftungskonzentration annimmt. Bei geringeren 
Konzentrationsintervallen von Na,SO, wiirde der Koeffizient 
zweifellos etwas gréBer ausgefallen sein. Aber er liegt nahe 
genug an */,,, um als weitere Bestatigung zu dienen. 

In Tabelle XXXIII und XXXIV handelt es sich wieder 
um die Entgiftung von 1,1 resp. 2,2 ccm ™/, KCl durch Na,SO,. 

Zur Entgiftung von 2,2 ccm ™/, KCl war bereits eine 
Konzentration von Na,SO, erforderlich, die iiber der toxischen 
Grenze dieses Salzes lag, so daB seine entgiftende Wirkung auf 
KCl dadurch verdeckt wurde. Die obere giftige Grenze fiir 
die toxische Wirkung von Na,SO, (und iibrigens auch fiir NaCl) 
schwankt etwas, und man erhielt gelegentlich Kulturen, die die 
zur Entgiftung von 2,2 ccm ™/, KCl (pro 100 ccm der Lésung) 
notige Konzentration von Na,SO, ertragen kénnen. Die Ta- 
belle XXXIV ist ein Beispiel hierfiir. 


Biochemische Zeitschrift Band 31. 31 
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Tabelle XXXIII. 











Zahl der iiberlebenden Fische in 1,1 ecm ™/, KCI 
Nach Tagen pro 100 ccm der Lésung in 
™/100 eo ™/s20 ™/16 ™/s 3/46 m Na,SO, 
NE 
1 rr 5 i | o 
2 4 5 4 0 | 
3 1 4 4 
4 0 0 4 
5 4 
6 3 
7 2 } 
8 2 } 
q 2 
10 1 
ll 1 
12 |} 1 
21 l 





Tabelle XXXIV. 





Zahl der iiberlebenden Fische in 2,2 com KCl pro 100 ccm 

Nach Tagen der Lésung in 
A ; "/100 | ™/s0 "he ™/s */16 m ™/,  %/gmNa,SO, 

1 5 |5|6]6|]2! 2] 0 

2 3 2 3 5 1 0 

3 0 0 1 3 0 

4 0 1 

5 1 

6 1 

7 0 





Theoretisch sollte die entgiftende Konzentration etwa */,, m 
Na,SO, sein. Die Tabelle zeigt, daB der gefundene Wert zwischen 
?/,, und */,, m Na,SO, liegt. Wir kénnen also sagen, daB 
bei der Entgiftung von KCi durch Na,SO, der Ent- 
giftungskoeffizient denselben Wert hat wie bei der 
Entgiftung von KCl durch NaCl, wenn man K als das 
giftige und Na als das entgiftende Ion ansieht. Der 


KCI 


Entgiftungskoeffizient * ist also in Wirklichkeit der Ent- 


NaCl 


giftungskoeffizient ae , und die antagonistischen Ionen sind K 
Na 


und Na, also die Ionen mit gleicher Ladung. 
Ich habe nun Versuche mit anderen Natriumsalzen mit 
2 resp. 3wertigem Anion als entgiftenden Salzen angestellt, 
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namlich oxalsaurem, bernsteinsaurem und citronensaurem Natrium. 
Alle drei Salze erwiesen sich aber als so giftig, daB sie fiir eine 
Entgiftung von KCl nicht zu gebrauchen waren. 


III. Theoretische Erwigungen. 


Bei der Klarheit der Resultate kann dieses Kapitel kurz 
ausfallen. Der nahezu konstante Wert des Entgiftungs- 
Cro 
Cyaci 
Ionen K und Na sind, legen die folgende Auffassung nahe. 
Der Fisch und die umgebende Lésung bilden ein 2phasiges 
System. Die Na- und K-Ionen der umgebenden Lésung kon- 
kurrieren um ein gemeinsames Anion, das in begrenzter Menge 
an der Oberfliche, oder (vielleicht wahrscheinlicher) an einem 
Teil der Oberfliche des Fisches (den Kiemen) vorhanden ist. 
Sobald mehr als */,, der Anionen sich mit K verbinden kénnen, 


koeffizienten , sowie die Tatsache, daB die antagonistischen 


d. h. sobald a in der umgebenden Lésung den Wert */,, bis 
Na 


‘/,5 uberschreitet, geht das Tier an Kaliumvergiftung zu- 
grunde. 

Das kann zwei Griinde haben. Entweder kénnen die 
Kaliumionen nur in Verbindung mit einem bestimmten, in der 
Zelle gebildeten und an der Oberflache vorhandenen organischen 
Anion, in die Zellen und von da ins Blut und in das Zentral- 
nervensystem diffundieren; oder aber das Uberschreiten des 


Wertes =. iiber den des Entgiftungskoeffizienten andert auf 
Na 


andere Weise die Durchgingigkeit der Oberflachenlamelle des 
Tieres fiir die K-lonen oder Kaliumsalze. 

Es ware aber irrig, aus diesen Versuchen zu folgern, daB 
der Mechanismus der antagonistischen Salzwirkung in allen 
Fallen identisch sei; es ist méglich, daB es verschiedene 
Mechanismen der Entgiftung eines Salzes durch ein anderes 
gibt. Es ist die Aufgabe der folgenden Arbeiten, das zur Ent- 
scheidung dieser Frage nétige Material herbeizuschaffen. 


IV. Zusammenfassung der Resultate. 


1. Nach van’t Hoff sind KCl und NaCl im Seewasser im 


Verhiltnis von 2,2 Molekiilen KCl zu 100 Molekiilen NaCl 
31* 
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vorhanden. Es wird darauf hingewiesen, daB auf Grund der 
Cri _—, 
NaCl es les 
optimale Verhiltnis fiir diese zwei Salze fiir die Erhaltung der 
Herztatigkeit bei der Schildkréte ist. 

2. Versuche an einem marinen Fisch, Fundulus, der in 
weiten Grenzen vom osmotischen Druck des umgebenden 
Mediums unabhiangig ist, haben ergeben, daB das KCl in der 
Konzentration, in der es im Seewasser vorhanden ist, die Fische 
in wenigen Tagen tétet, wenn es allein in der Lésung ist. 
Das gleiche gilt fiir das NaCl. Dagegen leben die Fische be- 
liebig lange in reinen Lésungen von CaCl, und MgCl, von der 
Konzentration, in der diese Salze im Seewasser vorhanden 
sind. 

3. Es wird gezeigt, daB eine giftige Konzentration von 
KCl durch Zusatz von NaCl entgiftet werden kann. 

4. Der Begriff Entgiftungskoeffizient wird eingefiihrt. 
Unter Entgiftungskoeffizient versteht man das Verhialtnis der 
Konzentration des giftigen zu derjenigen des antagonistischen 
Salzes, die eben zur Entgiftung der Lésung ausreicht. 

5. Der Entgiftungskoeffizient von KCl durch NaCl wird 
fiir eine Reihe von Konzentrationen von KCl bestimmt, und 
es wird gefunden, daB derselbe einen nahezu konstanten Wert 


neueren Versuche Vernons dieser Wert auch das 


hat, nimlich */,,. Sobald der Wert oa >1/,, oder */,, wird, 
NaCl 


geht der Fisch an Kaliumvergiftung zugrunde. 

6. Es gibt eine obere Grenze fiir die Konzentration von 
KCl, oberhalb welcher keine Entgiftung durch NaCl mehr méglich 
ist. Diese Grenze wird erreicht, wenn etwa 6,6 ccm ™/, KCl 
in 100 ccm der Lésung vorhanden sind. 

7. Fir die héheren Konzentrationen von KCl, namlich 
von 4,4 ccm ™/, KCl bis 5,5 oder 6,6 com ™/, KCl in 100 com 
der Lésung ist der Entgiftungskoeffizient anscheinend ein wenig 
gréBer als */,,, namlich */,, bis */,,. 

8. Wird Na,SO, an der Stelle von NaCl zur Entgiftung 
von KCl angewendet, so zeigt es sich, da8 die zur Entgiftung 
von KCl nétige Konzentration dieses Salzes genau halb so 
groB ist wie die erforderliche Konzentration von NaCl. Benutzt 
man als giftige Lésung K,SO,, so laBt sich zeigen, daB die 
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giftige Wirkung dieses Salzes genau zweimal so groB ist wie 
die einer aquimolekularen Menge von KCl. 

9. Aus diesen Tatsachen wird der SchluB gezogen, daB 
die giftige Substanz in diesen Versuchen das Kaliumion und 
die antagonistische oder entgiftende das Natriumion ist, und 
daB der Antagonismus nicht zwischen den Ionen mit entgegen- 
gesetzter Ladung, sondern zwischen denen mit gleicher Ladung 
stattfindet. 

10. Die sub 5 und 9 erwahnten Tatsachen und Schliisse 
legen den Gedanken nahe, da8 die Entgiftung von K durch 
Na dadurch zustande kommt, daB K und Na um dasselbe 
Anion der Oberfliche des Fisches (etwa der Kiemen) kon- 
kurrieren, wo dasselbe in begrenzter Menge vorhanden ist. 
Sobald mehr als */,, resp. '/,, der Zahl dieser Anionen sich 
mit K verbinden, geht das Tier an Kaliumvergiftung zugrunde. 
Wie das médglich ist, wird im letzten theoretischen Abschnitt 
der Arbeit diskutiert. 

ll. Es wird erwahnt, da8 sehr kleine, aber bestimmte 
Mengen von NaCl die giftige Wirkung von KCl erhéhen. Diese 
Tatsache soll in einer der nichsten Mitteilungen ausfihrlicher 
behandelt werden. 








Die Oxydation der Citronen-, Apfel- und Fumarsaure 
durch Tiergewebe. 
Von 
F. Battelli und L. Stern. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Genf.) 


(Eingegangen am 25. Februar 1911.) 


I. 


Der Einflu8 der Bernstein-, Citronen-, Apfel- und Fumar- 
siure auf die Atmung des isolierten Froschmuskels ist zuerst 
von Thunberg mit Hilfe seines Mikrorespirometers untersucht 
worden. Zu gleicher Zeit untersuchte Thunberg die Wirkung 
einer groBen Anzahl von organischen Séuren.') Er fand, da$ 
unter den Di- und Tricarbonsiuren die einen den Gaswechsel 
stark herabsetzen (Oxalsiure, Maleinséure u. a.), wahrend die 
anderen eine geringere hemmende Wirkung ausiiben. Die 
Bernstein-, Fumar-, Apfel- und Citronensaéure hingegen steigern 
mehr oder weniger die Sauerstoffaufnahme. Wahrend die Bern- 
steinsdure gleichzeitig die Kohlensaéurebildung stark vermindert, 
bewirken die drei letzteren Sauren eine betraichtliche Steigerung 
der Kohlensiureabgabe. 

In einer jiingst erschienenen Arbeit*) haben wir gezeigt, daB 
alle Tiergewebe die Fahigkeit besitzen, die Bernsteinsiure zu 
Apfelsiure zu oxydieren. Diese Oxydation der Bernsteinsiure 
weist die gré8te bisher in den Tiergeweben wahrgenommene 
Reaktionsgeschwindigkeit auf. Unter den Geweben sind die 
wirksamsten in der Beziehung die Muskeln, die Leber und die 


1) Thunberg, Studien iiber die Beeinflussung des Gasaustausches 
des tiberlebenden Froschmuskels durch verschiedene Stoffe. IV. Mitteilung. 
Skand. Arch. 24, 23, 1910. 


®) Battelli und Stern, Die Oxydation der Bernsteinséure durch 
Tiergewebe. Diese Zeitschr. 30, 172, 1910. 
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Niere. Fiigt man zu einem Gewebe, das noch die Hauptatmung 
besitzt, wie z. B. der Muskel, Bernsteinsaéure hinzu, so tritt die 
Oxydation dieser Substanz zum groBen Teil an Stelle der 
eigentlichen Atmung des Gewebes, und man erzielt auf diese 
Weise eine mehr oder weniger starke Steigerung der Sauerstoff- 
aufnahme und zugleich eine Verminderung der Kohlensiure- 
bildung. Nach Thunberg’) kénnte die Wirkung der Bern- 
steinsaure durch die Annahme erklart werden, ,,da{ die normalen 
Oxydationsprozesse in der Weise ablaufen, daB ein Zwischen- 
vorgang eingeschoben ist, wobei ein unbekannter Stoff in 
Bernsteinséure und Kohlenséure, vielleicht auch in mehrere 
andere Stoffe zerfallt. Wenn Bernsteinséure in groBerer Menge 
vorhanden ist, wirkt sie auf diesen ProzeB zuriickdrangend, da- 
gegen nicht, wenigstens nicht primar, auf die anderen Oxy- 
dationsprozesse verhindernd. Die Sauerstoffaufnahme, die ein 
unabhingiger TeilprozeB ist, wird also nicht beeinfluBt, nur 
die Koblenséurebildung’.. Wir haben aber soeben gesagt, daB 
die spezifische Wirkung der Bernsteinsiure sich auf viel ein- 
fachere Weise erklart. 

Auf dem letzten Physiologenkongresse in Wien machte 
Thunberg im Laufe einer Diskussion die Mitteilung, daB er 
die Wirkung der eben genannten Siuren auf den Gasaustausch 
des durch Wasser extrahierten Froschmuskels, den wir als 
Muskelriickstand bezeichneten, untersucht hat. Die Versuchs- 
ergebnisse werden eingehend in einer demniachst (im Skand. 
Arch. f. Physiol.) erscheinenden Arbeit mitgeteilt werden. Ver- 
fasser hat uns liebenswiirdig einen Korrekturabzug dieser Arbeit 
zur Verfagung gestellt. Thunberg findet, daB Zusatz von 
Bernsteinsiure zum Muskelriickstand die Sauerstoffaufnahme 
steigert, die Kohlensiureabgabe etwas vermindert, hiufiger aber 
leicht steigert. Weiter findet Thunberg, daB die Apfel-, 
Fumar- und Citronensiure den Gasaustausch des Muskelriick- 
standes und namentlich die Kohlenséureabgabe steigern. Der 
Muskelriickstand verhalt sich in der Beziehung wie der ganze 
Muskel. Er hebt besonders hervor, ,,daB die Eigenschaften, 
die Battelli und Stern fiir ihr Pnein gefunden haben, gar 
nicht ausschlieBen, da es mit einer organischen Saure identisch 
ist’. Wir werden aber sehen, daf die Wirkung des Pneins 


4) Thunberg, l. c. 
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von der Wirkung dieser zwei- und dreibasischen organischen 
Saéuren stark verschieden ist. 

Die Oxydation dieser Siuren durch den Froschmuskel ist 
durch die Arbeit ven Thunberg nicht erwiesen. Es kénnte 
der Fall sein, daB diese Séuren den eigentlichen Gasaustausch 
des Muskels aktivieren, ohne hierbei selbst oxydiert zu werden, 
wie es z. B. die Phosphate tun. In den Versuchen von Thun- 
berg zeigt der durch Zusatz der eben genannten Séuren be- 
wirkte respiratorische Quotient Werte, die stets gréBer als 1 sind, 
aber recht groBe Schwankungen aufweisen, so daB diese Ver- 
suchsresultate keine geniigende Stiitze fiir die Annahme einer 
Oxydation dieser Saéuren bieten. 

In einer friiheren Arbeit') haben wir gerade auf Grund 
der Werte des respiratorischen Quotienten auf eine Oxydation 
der Apfel-, Fumar- und Citronensdure geschlossen. Fiigt man 
zum Muskelgewebe diese Saéuren hinzu, so beobachtet man ge- 
wohnlich eine Steigerung des Gasaustausches, die einem respira- 
torischen Quotienten 4:3 entspricht. Nun ist dieser respira- 
torische Quotient derselbe, der einer vollstandigen Verbrennung 
dieser Saéuren zu Kohlenséiure und Wasser entspricht. Wir 
hatten auBerdem gefunden, daB bei Benutzung des Leber- 
gewebes der durch Zusatz von Fumar- und Apfelséure bewirkte 
respiratorische Quotient ebenfalls 4:3 betrigt. Bei Zusatz von 
Citronensiéure zum Lebergewebe erhalt man hingegen oft viel 
héhere Werte. Diese Steigerung des respiratorischen Quotienten 
ist durch eine energische Spaltung der Citronensaéure bedingt, 
die auch in Sauerstoffabwesenheit vor sich gehen kann. Ahnliche 
Resultate erzielt man auch bei Anwendung der Niere. Die 
Citronenensaure wird durch die Leber und die Niere vielleicht 
in Itakonséure, Kohlenséure und Wasser gespalten. Wir haben 
diesen Punkt nicht naher untersucht, sprechen also einfach 
eine Vermutung aus. 

Thunberg’) hatte beobachtet, daB die Citronen-, Apfel- 
und Fumarsaure die Kohlenséureabgabe des Froschmuskels auch 


*) Battelli und Stern, Oxydation des acides malique, fumarique 
et citrique par les tissus animaux. Soc. de Biol. 69, 552, 1910. 

2) Thunberg, Studien iiber die Beeinflussung des Gasaustausches 
des itiberlebenden Froschmuskels durch verschiedene Stoffe; VI. Mitteilung. 
Skand. Arch. 24, 72, 1910. 
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in Abwesenheit von Sauerstoff steigert. Thunberg fragt sich, 
,inwieweit auch sonst die anoxybiotische Atmung durch eine 
Spaltung von Di- und Polycarbonsauren bedingt ist; man fragt 
sich weiter, ob fiir diese Spaltung die vitale Struktur notwendig 
ist oder ob spezifische Enzyme, ,Polycarbonasen‘ die wirk- 
samen Substanzen sind“. 

Wir haben bereits erwahnt, daB die Gewebe der héheren 
Tiere bei Sauerstoffausschlu8 nicht die Fahigkeit besitzen, aus 
Apfel- und Fumarséure Kohlensiure abzuspalten. Unter den- 
selben Versuchsbedingungen bewirken die Leber und die Niere 
eine recht energische Spaltung der Citronensiure. Die Muskein 
hingegen bewirken entweder gar keine oder nur eine geringe 
Spaltung der Citronenséure bei Sauerstoffausschlu8, denn Zu- 
satz von Citronensiure steigert die Kohlenséureabgabe nur 
wenig oder iiberhaupt nicht. In vorliegender Arbeit wollen 
wir uns nicht weiter mit der anoxybiotischen Spaltung der 
Citronensiure durch die Tiergewebe befassen. Wir haben sie 
hier bloB8 erwahnt, weil dieser SpaltungsprozeB die Werte des 
respiratorischen Quotienten beeinflussen kann. Wie wir bereits 
gesagt haben, sind es eben die Werte des respiratorischen Quo- 
tienten, auf die wir uns hauptsachlich stiitzen, um in unseren 
Versuchen eine Verbrennung der genannten Saéuren anzunehmen. 

Um die Verbrennung der Citronen-, Apfel- und Fumar- 
saure zweifellos dartun zu kénnen, miiBte man beweisen, daB 
am Ende des Versuchs die Menge der zerstérten Saiure der 
Menge des aufgenommenen Sauerstoffs oder der produzierten 
Kohlensaure entspricht. Wir haben zahlreiche Versuche gemacht, 
um die Menge der zu den Geweben hinzugesetzten Citronen- 
séure zu messen, aber die hierbei erzielten Resultate sind 
durchaus nicht zufriedenstellend. Eine exakte quantitative 
Bestimmung geringer Mengen Citronensaéure in Gegenwart groBer 
Mengen Gewebe, wie es in unseren Versuchen notwendig war, 
weist groBe Schwierigkeiten auf. Noch schwerer schien uns 
die quantitative Bestimmung der Fumar- und Apfelsiure. 

In der Mehrzah] unserer Versuche haben wir Citronen- 
saure benutzt, weil diese Séure energischer verbrannt wird als 
die Apfel- und Fumarsiure. Wie wir aber weiter unten sehen 
werden, sind die wichtigsten Versuchsergebnisse auch durch 
Versuche mit den beiden letzteren Sauren kontrolliert worden. 
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II. Methode. 


Allgemeine Methode. Das in der Mehrzahl unserer Versuche 
benutzte Verfahren ist dasselbe, das wir in unseren vorhergehenden Unter- 
suchungen iiber die Atmung der isolierten Tiergewebe, iiber die Uriko- 
oxydase usw. benutzt haben. Die Gewebesuspension wird in eine groBe 
Flasche gebracht und in einer Sauerstoffatmosphire energisch geschiittelt. 
Eine Flasche dient als Kontrollprobe. In die andere Flasche fiigt man 
die nétige Citronensiuremenge in Form von citronensaurem Natrium 
hinzu. Wéahrend der ganzen Dauer des Versuches tauchen die Flaschen 
in das Wasser eines Thermostaten. Am Ende des Versuches wird die 
aufgenommene Sauerstoffmenge und die produzierte Kohlensiuremenge 
nach den iiblichen Methoden berechnet. 

Ist die Sauerstoffaufnahme und die Kohlensaéureabgabe in dem die 
Citronensaéure enthaltenden Reaktionsgemisch griBer als in der Kontroll- 
probe, so schlieBt man daraus auf eine Oxydation der Citronensdure 
durch das gegebene Gewebe. 

Berechnung der verbrannten Saéuremenge. Die Menge der 
verbrannten Citronen-, Fumar- und Apfelsiure wird aus der Steigerung 
der Sauerstoffaufnahme berechnet. Es geniigt, in Erwigung zu ziehen, 
daB 1 g Citronensiure zu seiner vollstindigen Verbrennung zu Koblen- 
saure und Wasser 524 ccm Sauerstoff, 1 g Apfelsiure 501 ccm Sauerstoff, 
und 1 g Fumarsiure 579 ccm Sauerstoff verlangt. Fiir die Berechnung 
der verbrannten Fumar- und Apfelsiure kann auch die Steigerung der 
Kohlensaurebildung in Betracht gezogen werden; betreffend die Citronen- 
siure aber haben wir bereits erwahnt, daB ein Teil der Kohlensaéure aus 
einer Spaltung hervorgehen kann, namentlich wenn man die Leber oder 
die Niere benutzt. 

Zubereitung der Gewebe in frischem Zustande. Diese Zu- 
bereitung ist sehr einfach. Das Gewebe wird so schnell wie méglich 
nach dem Tode des Tieres benutzt, in einer Fleischhackmaschine fein 
zerrieben und mit Wasser versetzt, so daB ein fliissiges Gemenge ent- 
steht (150 ccm Wasser fiir je 50 g Gewebe z. B.). Es empfiehlt sich, 
gréBere Mengen Gewebe zu benutzen, 50 g z. B., weil auf diese Weise 
deutlichere Resultate erzielt werden. 

Zubereitung des Muskelriickstandes. Der Muskelriickstand 
wird in folgender Weise bereitet. Der so frisch wie moglich entnommene 
Muskel wird fein zerrieben, mit dem 3fachen Volumen Wasser versetzt, 
5 Minuten lang verriihrt und durch ein Leinwandtuch stark ausgepreBt. 
Zu dem auf diese Weise erhaltenen Muskelriickstand fiigt man das 4fache 
Volumen Wasser hinzu und verfahrt im iibrigen wie beim nicht ge- 
waschenen Muskel. 

Die giinstigstenVersuchsbedingungen, um eine energische 
Verbrennung der genannten Sauren zu erzielen. Die Ver- 
brennungsgeschwindigkeit der Citronen-, Apfel- und Fumarsiéure durch 
die isolierten Tiergewebe hingt von mehreren Faktoren ab, unter denen 
die wichtigsten folgende sind: die Art und der Zustand der benutzten 
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Gewebe, die Dauer des Schiittelns, die Temperatur des Thermostaten, 
der osmotische Druck, die Reaktion des Mediums, die Konzentration 
der zu untersuchenden Siuren und die Sauerstoffspannung. 

Der Einflu8 der Art und des Zustandes der Gewebe kann nicht 
durch eine sich auf alle Fille erstreckende Regel ausgedriickt werden. 
Die Wirkung der anderen Faktoren ist im Gegenteil ziemlich allgemein. 
Wir werden spiter sehen, daB die energischste Verbrennung der ge- 
nannten Siuren erzielt wird, wenn das Gewebe bei einer Temperatur 
von 40°, in Gegenwart von einfachem Wasser, in neutralem Medium in 
einer reinen Sauerstoffatmosphire geschiittelt wird, wobei die Konzen- 
tration der betreffenden Saiuren ungefihr 0,4:100 als wasserfreies Natron- 
salz berechnet, betrigt. Die Menge der verbrannten Saure hangt 
natiirlich von der Dauer des Schiittelns ab; im allgemeinen geniigt eine 
Dauer von 45 Minuten, und man hat somit den Vorteil, die Wirkung 
von Mikroorganismen auszuschlieBen. 

Die soeben besprochenen Versuchsbedingungen sind auch in der 
Mehrzahl unserer Versuche realisiert worden. 

Die Gewebe stammten teils von durch Verbluten getéteten Labo- 
ratoriumstieren, teils wurden sie aus dem Schlachthofe bezogen. 


Ill. Die Oxydation der Citronen-, Fumar- und Apfelsiure 
durch die verschiedenen Tiergewebe. 


Wir werden im folgenden Abschnitt sehen, daB die Gewebe, die 
ihre Hauptatmung nicht mehr besitzen, auch die Fahigkeit verloren 
haben, die Citronen-, Fumar- und Apfelsiiure zu oxydieren. Werden 
die Gewebe erst lingere Zeit nach dem Tode des Tieres entnommen, so 
ist die Hauptatmung geschwicht und zugleich auch die Oxydations- 
fahigkeit gegeniiber diesen Saiuren verringert. 

Aus dem Grunde miissen die Gewebe so frisch wie méglich benutzt 
werden. Bei den Laboratoriumstieren bietet dies keine Schwierigkeit, 
aber die aus dem Schlachthofe bezogenen Gewebe konnten nicht 
friiher als 11/, Stunden nach dem Tode der Tiere zur Verwendung ge- 
langen. 

Die von den Laboratoriumstieren (Hund, Kaninchen) stammenden 
Gewebe konnten bereits 15 bis 20 Minuten nach dem Tode des Tieres 
auf die Schiittelmaschine gebracht werden, wahrend fiir die Gewebe des 
Rindes, des Hammels oder des Pferdes dies erst 11/, Stunden nach dem 
Tode der Tiere geschehen konnte. 

In diesen Versuchen wurden 100 g fein zerriebenen Gewebes ohne 
jede Vorbehandlung mit dem 3fachen Volumen gewoéhnlichen Wassers 
versetzt und in der vorher angegebenen Weise energisch geschiittelt. 

In der Tabelle I stellen wir die Resultate, die wir mit den ver- 
schiedenen Geweben erzielt haben, zusammen. Jede Zahl entspricht 
einem Durchschnittswerte von mindestens 4 Versuchen; aber fiir mehrere 
Gewebe sind die Durchschnittswerte das Resultat einer bedeutend gréBeren 
Anzah] von Versuchen. 
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Tabelle I. 


Oxydation der Citronen-, Apfel- und Fumarsiéure durch die ver- 
schiedenen Gewebe. Die angefiihrten Werte bezeichnen die Zahl der 
Kubikzentimeter des aufgenommenen Sauerstoffs und der entwickelten 
Kohlenséure durch 100 g Gewebe wahrend einer Schiitteldauer von 
45 Minuten. Der respiratorische Quotient bezieht sich auf die durch 
Zusatz der genannten Séuren bewirkte Steigerung (-+ Zeichen) des Gas- 
austausches. Das Gewicht der Citronensaéure (C), Fumarsaiure (F) und 
Apfelsiure (M) ist als wasserfreies Natronsalz berechnet. 





Gewebe 


J 


Muskel von Rind 
idem 
idem 
idem 

Muskel von Pferd 
idem 
idem 
idem 

Muskel von Hund 
idem 
idem 
idem 

Muskel von Kaninchen 

idem 

Leber von Rind 
idem 
idem 


idem 
Leber von Pferd 
idem 
idem 
idem 
Leber von Hammel 
idem 
idem 
idem 
Leber von Hund 
idem 
idem 
idem 
Niere von Rind 
idem 
idem 
idem 
Niere von Pferd 
idem 
idem 
Lunge von Pferd 
idem 
Lunge von Pferd 





idem 





Citronen., | yo ae lee. 
Apfel- oder em Entwickelte| Respire- 


Kohlensaure| torischer 





Fumarséure | Sauerstoff | Quotient 
g com ccm | 
00 82 107 — 
C: 1,5 + 66 + 98 1,48 
F: 1,5 + 59 +79 1,34 
M: 1,5 +41 +58 1,41 
00 67 99 —_ 
C: 1,5 + 42 +70 Ry 
F: 1,5 + 34 +47 1,38 
M: 1,5 +21 + 28 1,33 
00 48 73 _— 
C: 1,5 +27 +39 1,44 
F: 1,5 +21 + 29 1,37 
M: 1,5 +16 + 24 i 15 
00 37 61 _ 
C: 1,5 +19 +27 1,42 
00 61 63 — 
C: 1,5 +8 +49 6,11 
F: 15 +6 +10 | 1,66 
M: 1,5 +4 +6 | 1,50 
00 54 16 | — 
C: 1,5 + 26 +77 | 2,96 
F: 1,5 + 22 | +28 | 1,27 
M: 1,5 +12 +17 1,41 
00 83 85 — 
C: 15 + 28 + 85 3,03 
F: 1,5 + 29 | +43 1,48 
M: 1,5 +14 | + 20 1,42 
00 ss | 103 —_ 
C: 1,5 + 64 | +116 1,81 
F: 1,5 + 47 +71 1,51 
M: 1,5 + 44 } + 56 1,27 
00 79 114 — 
C: 1,6 +42 + 89 2,11 
F: 1,5 + 37 + 56 1,51 
M: 1,5 + 28 +41 1,46 
00 43 72 a 
C: 1,5 +14 + 27 1,92 
F: 1,5 +11 +16 1,45 
00 27 68 _ 
C: 1,5 +4 +6 
00 26 45 fails 
C: 1,5 +3 | +5 
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Um die Berechnung in der Tabelle einfacher zu gestalten, haben 
wir die Werte der gesamten Kohlensiure angegeben, d. h. die pra- 
existierende Kohlensaure -+- neugebildete Kohlensiure. Aus dem Grunde 
ist der respiratorische Quotient der Gewebe auch ohne Zusatz der orga- 
nischen Sauren héher als 1. 

In allen diesen Versuchen waren die Flaschen mit reinem Sauerstoff 
gefiillt, und die Temperatur des Thermostaten betrug 40° C. 

Wie wir bereits hervorgehoben haben, stellen die angefiihrten Werte 
Durchschnittszahlen vor. In der Mehrzahl der Versuche weichen die 
gefundenen Werte nicht betrachtlich von den in der Tabelle angegebenen 
ab; die Unterschiede iiberschreiten nicht 50°/). Immerhin gibt es hier- 
von Ausnahmen, und in mehreren Fillen erzielt man fiir die Muskeln 
des Rindes oder des Pferdes, die Niere des Rindes usw. sehr geringe 
Werte, obgleich diese Gewebe sonst ein normales Verhalten aufweisen 
und sehr schnell nach dem Tode des Tieres zur Verwendung gelangten. 
Man kénnte dieses Resultat der Tatsache zuschreiben, da8 aus bisher 
unbekannten Griinden die Hauptatmung eine auBergewéhnlich schnelle 
Abschwichung erfahren hat. 

Unter den daraufhin untersuchten Geweben sind es vor allem die 
Muskeln des Rindes und des Pferdes, die Leber des Hundes und die 
Niere des Rindes, die Citronen-, Fumar- und Apfelsiure am energischsten 
oxydieren. Doch darf nicht auBer acht gelassen werden, daB die Leber 
des Hundes sofort nach dem Tode des Tieres zur Verwendung gelangte. 
Wartet man 1'/, Stunden, wie es fiir die aus dem Schlachthofe bezogenen 
Gewebe der Fall ist, so erhalt man nur sehr niedrige Werte, wie wir es 
im folgenden Kapitel zeigen werden. 

Es ist natiirlich iiberfliissig zu bemerken, daB die in der Tabelle 
angegebenen Zahlen nur fiir die angegebenen Versuchsbedingungen gelten 
kénnen. Eine Anderung der Versuchsbedingungen wiirde natiirlich eine 
voéllige Anderung der Oxydationswerte verursachen. Es muB ganz be- 
sonders hervorgehoben werden, daB die angegebenen Werte durchaus nicht 
als Ausdruck der Oxydationsintensitét dieser Saéuren durch die ver- 
schiedenen Gewebe im lebenden Organismus aufgefabt werden diirfen. 
So diirfen wir zum Beispiel nicht die Behauptung aufstellen, daB im 
lebenden Tiere der Kaninchenmuskel weniger energisch Citronensaure 
verbrennt als der Rinder- oder der Pferdemuskel. In der Tat weist der 
die Oxydation der Citronen-, Fumar- und Apfelsiure bewirkende ProzeB 
eine groBe Labilitit auf, und es ist leicht méglich, daB dieser ProzeB 
im Kaninchenmuskel labiler sei, als im Rindermuskel. 

Die drei genannten Siuren werden nicht mit derselben Intensitat 
verbrannt. Die Citronensiure scheint in der Beziehung die erste Stelle 
einzunehmen, in zweiter Linie folgt die Fumarsiure, wahrend die Oxy- 
dation der Apfelsiure viel schwicher ist. Thunberg') bekommt fir 
den Froschmuskel ahnliche Resultate. 


1) Thunberg, lI. c., IV. Mitteilung. 
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Der durch die Oxydation dieser Siuren bewirkte respiratorische 
Quotient betraigt fiir den Muskel annahernd 1,33, der in der Tat dem 
respiratorischen Quotienten der vélligen Verbrennung dieser Séuren ent- 
spricht. In der Mehrzahl! der Fille ist der respiratorische Quotient etwas 
héher als 1,33, was sich leicht aus dem Umstande erklaren laBt, da8 die 
eigene Atmung des Muskels, deren Quotient nicht héher als 1 ist, teil- 
weise durch die Oxydation dieser Saiuren ersetzt wird. 

Der respiratorische Quotient, der der Oxydation der Fumar- und 
Apfelsiure entspricht, ist auch fiir die Leber und die Niere ungefahr 1,33, 
gewohnlich etwas héher. Fiir die Citronensaure ist der respiratorische 
Quotient sehr hoch, und zwar muB dies der Tatsache zugeschrieben 
werden, daB in der Leber und der Niere zugleich mit der Oxydation 
auch eine Spaltung der Citronensdure stattfindet, die zur Kohlensiure- 
bildung fiihrt. Selbstverstandlich ist der respiratorische Quotient sehr 
hoch, wenn die Oxydation unbedeutend ist, da die Kohlensiuremenge, 
die aus der Spaltung der Citronensiure hervorgeht, keine Veranderung 
erleidet, wahrend die Menge des aufgenommenen Sauerstoffs sehr gering 
ist. So haben wir zum Beispiel bei Benutzung der Rinderleber fiir den 
respiratorischen Quotienten einen Durchschnittswert von 6,11 erhalten. 

Wird der Versuch unter denselben Bedingungen aber bei Sauerstoff- 
ausschlu8 ausgefiihrt, so beobachtet man, daB Zusatz von Fumar- und 
Apfelsiure zum Muskel, zur Leber oder zur Niere keine Kohlensiéure- 
bildung hervorruft. Die Citronensiure hingegen kann eine betrachtliche 
Kohlensiuremenge bilden, wenn sie zum Leber- oder Nierengewebe hin- 
zugesetzt wird. Der Muskel besitzt in einigen Fallen nicht die Fahigkeit, 
aus Citronensiure bei SauerstoffausschluB Kohlensiéure zu bilden, in 
anderen Fillen scheint eine anoxybiotische Kohlensiurebildung, wenn 
auch in geringem Grade, stattzufinden. Wenn ein Muskel die Fahigkeit 
besitzt, Citronensiure, wenn auch in geringem MaBe, anoxybiotisch zu 
spalten, so ist der durch Citronensiurezusatz bedingte respiratorische 
Quotient gréBer als gewéhnlich. So sind die Durchschnittswerte des 
respiratorischen Quotienten bei der Oxydation der Citronensiure durch 
den Pferdemuskel héher als die bei der Oxydation der Fumar- und 
Apfelsiure erzielten. 


IV. Labilitét des Oxydationsvermégens in den verschiedenen 
Tiergeweben gegeniiber der Citronen-, Fumar- und Apfelsiure 
nach dem Tode. 

In friiheren Arbeiten!) haben wir gezeigt, daB nach dem Tode des 
Tieres die Hauptatmung je nach den Geweben mehr oder minder schnell 
abnimmt. Das einfachste Verfahren, um zu erkennen, ob ein gegebenes 
Gewebe noch die Hauptatmung besitzt, ist zu untersuchen, ob der Gas- 


1) Battelli und Stern, Recherches sur la conservation de l’activité 
respiratoire dans les différents tissus aprés la mort. Journ. de Physiol. 
et Pathol. génér. 1907, 410. 
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austausch des betreffenden Gewebes durch Zusatz von Pnein aktiviert 
werden kann. Ist das Pnein ohne Wirkung, so folgert man, daB das 
Gewebe die Hauptatmung vdllig verloren hat. 

Wir haben das Fortbestehen des Oxydationsvermégens der ver- 
schiedenen Gewebe gegeniiber der Citronensiure untersucht. In gleich- 
zeitig angestellten Parallelversuchen wurde das zu untersuchende Gewebe 
mit Pnein versetzt, um zu sehen, ob die Verminderung oder das Ver- 
schwinden des Oxydationsvermégens gegeniiber der Citronensiure mit 
der Verminderung oder dem Verschwinden der Hauptatmung Hand in 
Hand geht. 

In den hierher gehérigen Versuchen wurde das zu untersuchende 
Gewebe bei gewdhnlicher Zimmertemperatur (18° C ungefaéhr) bis zum 
Beginn des Versuches gehalten. Das Gewebe wurde sodann zerrieben, 
mit dem 3fachen Volumen gewéhnlichen Wassers oder Muskelextrakts 
versetzt und hierauf mit oder ohne Citronenséurezusatz unter den im 
vorigen Kapitel angegebenen Versuchsbedingungen geschiittelt. 

Der Muskelauszug wurde in der Weise hergestellt, da8 man den 
zerriebenen Rindermuskel mit dem 2fachen Volumen Wasser versetzte, 
5 Minuten lang durchschiittelte und hierauf durch ein Leinwandtuch 
preBte. 

Wir haben zuniichst festgestellt, daB die Gewebe die Fahigkeit, 
Citronensaure zu oxydieren, schneller verlieren als die Fahigkeit, durch 
Pnein in bezug auf ihren Gasaustausch aktiviert zu werden. Die Leber 
des Hundes oxydiert gleich nach dem Tode des Tieres Citronensaure 
sehr energisch; diese oxydierende Fahigkeit nimmt nach und nach ab 
und verschwindet ungefahr 2 bis 3 Stunden nach dem Tode fast ginzlich. 
Die Wirkung des Pneins nimmt ebenfalls allmahlich ab und hort gr6éBten- 
teils 3 Stunden nach dem Tode des Tieres auf. 

Die Niere des Rindes sowie die Muskeln des Pferdes und des Rindes 
bewahren langere Zeit die Fahigkeit, Citronensiure zu oxydieren. Natiir- 
lich ist dieses Oxydationsvermégen um so starker, je frischer der Muskel 
ist, doch besteht die oxydierende Wirkung, wenn auch in geringem Grade, 
noch 24 Stunden oder linger nach dem Tode fort. Das Pnein kann 
den Gasaustausch dieser Gewebe auch dann noch erhéhen, wenn die 
oxydierende Wirkung gegeniiber Citronensiure bereits verschwunden ist. 

In verschiedenen Versuchen haben wir auch beobachtet, daB die 
oxydierende Wirkung gegeniiber der Fumar- und Apfelsiure mit der 
Oxydation der Citronenséiure Hand in Hand geht. Die Beobachtungen, 
die wir betreffend die Oxydation der Citronensiure gemacht haben, 
kénnen also ohne weiteres auch auf die beiden anderen Siuren bezogen 
werden. Wie aus der Tabelle I hervorgeht, wird die Citronensiure am 
energischsten durch die Leber des Hundes, die Niere des Rindes, die 
Muskeln des Pferdes und des Rindes oxydiert. Die Leber des Hundes 
besitzt den Nachteil, dieses Oxydationsvermégen schnell einzubiiS8en. Die 
anderen soeben genannten Gewebe bieten hingegen den doppelten Vorteil, 
ein sehr energisches Oxydationsvermégen zu besitzen und dieses Ver- 
mégen langere Zeit zu bewahren. 
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Die Muskeln des Rindes und des Pferdes sowie die Niere des 
Rindes eignen sich also am besten fiir das Studium der Oxydation der 
Citronen-, Fumar- und Apfelsiure. Diese Gewebe sind auch gréBtenteils 
in unseren Versuchen benutzt worden. 

Die Labilitat des die Oxydation dieser Siuren bewirkenden Prozesses 
bringt es mit sich, daB die Resultate sehr unbestindig sind, und man 
ist deshalb gezwungen, ein und denselben Versuch mehrmals zu wieder- 
holen, um die Versuchsbedingungen feststellen zu kénnen. 

Anderseits bewahren die Gewebe, deren Hauptatmung nach dem 
Tode am langsten fortdauert, auch am langsten die Fahigkeit, Citronen- 
siure zu oxydieren. Endlich besitzen die Gewebe, deren Gasaustausch 
durch Pnein stark aktiviert wird, auch ein starkes Oxydationsvermégen 
gegeniiber der Citronensiure. So verliert zum Beispiel die Niere des 
Pferdes, deren Hauptatmung ungefahr 3 Stunden nach dem Tode ver- 
schwindet, die Fahigkeit, Citronensiiure zu oxydieren, bereits 2 Stunden 
nach dem Tode. Die Leber des Pferdes, des Rindes oder des Hammels 
liefert in bezug auf die Fortdauer ihrer Hauptatmung unbestandige Re- 
sultate. Im allgemeinen aber beobachtet man, daB, wenn zu einer ge- 
gebenen Zeit die Atmung der Leber durch Pnein stark aktiviert wird, 
das betreffende Gewebe auch eine energische Oxydation der Citronen- 
siure bewirkt, wihrend umgekehrt die Oxydation der Citronensaure nur 
gering ist oder iiberhaupt ausbleibt, sobald die aktivierende Wirkung des 
Pneins nur gering ist. 

Recht bestandige Resultate erzielt man bei Anwendung von Hunde- 
leber, Rinderniere, Rinder- und Pferdemuskel. 


V. Das Oxydationsvermégen des Muskelriickstandes. 

In den bisher besprochenen Versuchen wurde das Gewebe ohne 
vorherige Behandlung auBer der Zerkleinerung benutzt. 

Wir haben auBerdem eine Anzahl von Versuchen gemacht, in denen 
der Muskelriickstand, der nach dem eingangs beschriebenen Verfahren 
dargestellt war, benutzt wurde. Thunberg hat ahnliche Versuche mit 
dem Froschmuskel angestelit, wie wir bereits erwahnt haben. 

In diesen unseren Versuchen haben wir die Beobachtung gemacht, 
daB der Muskelriickstand des Rindes oder des Pferdes Citronen-, Fumar- 
und Apfelsiure bisweilen mit einer Energie oxydiert, die nicht viel hinter 
der des nicht vorbehandelten Muskels zuriicksteht. Hiufiger jedoch weist 
der Muskelriickstand ein viel geringeres Oxydationsvermégen auf als der 
nicht vorbehandelte Muskel. In einigen seltenen Fallen war die Oxy- 
dationswirkung des Muskelriickstandes ausgesprochener als die des nicht 
gewaschenen Muskels. 

Der Muskelriickstand des Hundes und namentlich des Kaninchens 
oxydiert Citronensiure im allgemeinen schwicher als der entsprechende 
nicht vorbehandelte Muskel. Diese Beobachtung kann in Zusammenhang 
mit der Tatsache gebracht werden, daB die eben genannten Muskeln 
Riickstainde liefern, deren respiratorische Tatigkeit durch Pnein nur 
schwach gesteigert wird. 
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Wir kénnen also im allgemeinen schlieBen, daB die Benutzung des 
Muskelriickstandes fiir das Studium der Oxydation der Citronen-, Fumar- 
und Apfelsiure keinerlei Vorteil gegeniiber dem nicht gewaschenen Mus- 
kel bietet. 

Der respiratorische Quotient, der durch die Oxydation der genannten 
Saéuren unter dem Einflusse des Muskelriickstandes bedingt ist, betrigt 
ebenfalls ungefaihr 1,33. In der Beziehung ist das Resultat haufig deut- 
licher bei Anwendung des Muskelriickstandes, weil die eigentliche Atmung 
des Muskels in dem Falle nur gering ist und somit der gréBte Teil des 
Gasaustausches auf Rechnung der Oxydation der eben genannten Sauren 
zu setzen ist. 

Der durch einmalige Extraktion bereitete Muskelriickstand des 
Pferdes oder des Rindes verliert fast vollstandig die Fahigkeit, Citronen- 
séure zu oxydieren, wenn er nochmals mit dem 4fachen Volumen Wasser 
extrahiert wird. Eine dritte Wiederholung dieser Behandlung vernichtet 
dieses Oxydationsvermégen vdollig. Der auf diese Weise durch mehr- 
maliges Auswaschen dargestellte Muskelriickstand weist fast keine Atmungs- 
fahigkeit auf, doch ruft Zusatz von Pnein einen nicht unmerklichen Gas- 
austausch hervor. Hier zeigt sich von neuem, da, wie wir es bereits 
im vorhergehenden Abschnitte gesehen, das Pnein den Gasaustausch der 
Gewebe noch aktivieren kann, wenn die oxydierende Wirkung derselben 
gegeniiber der Citronen-, Fumar- und Apfelsiure bereits verschwunden ist. 

Der die Oxydation dieser Siuren bewirkende ProzeB scheint gegen 
die Wasserbehandlung eine geringe Resistenz zu bieten und unterscheidet 
sich in der Beziehung auffallend von dem der Bernsteinsiureoxydation 
zugrunde liegenden Prozesse. Wir haben in der Tat in einer friiheren 
Arbeit!) gezeigt, daB trotz mehrmals wiederholtem Auswaschen der Muskel 
seine oxydierende Wirkung auf Bernsteinsiure unvermindert bewahrt. 


VI. Versuche, die die Citronensdiureoxydation bewirkende 
Substanz darzustellen. 


Wir haben mehrfach versucht, die in den Geweben enthaltene Sub- 
stanz oder Substanzen darzustellen, die die Fahigkeit besitzen, die Ci- 
tronen-, Fumar- und Apfelsiure zu oxydieren. 

Wir haben vergeblich versucht, eine wiasserige Lésung dieser Sub- 
stanz darzustellen. Der fein zerriebene Muskel wird mit dem 2fachen 
Volumen Wasser versetzt, verschieden lange Zeit (5 bis 20 Minuten) ge- 
schiittelt und durch ein Leinwandtuch gepreBt. Man erhalt auf diese 
Weise einen Muskelriickstand und einen Auszug. Letzterer besitzt nicht 
im geringsten die Fahigkeit, Citronen-, Fumar- und Apfelsiure zu 
oxydieren. Der Muskelriickstand hingegen oxydiert diese Siuren mehr 
oder weniger energisch, wie wir es bereits gesehen haben. 

Es ist uns nicht gelungen, die aktiven Substanzen durch Alkohol- 
oder Acetonbehandlung darzustellen. Das fein zerriebene Gewebe wird 
5 Minuten lang mit dem 2fachen Volumen Alkohol oder Aceton ver- 


“4) Battelli und Stern, l. c.; diese Zeitschr. 30, 172, 1910. 
Biochemische Zeitschrift Band 31. 32 
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rihrt, durch ein Leinwandtuch stark ausgepreBt und der auf diese Weise 
erhaltene Riickstand im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. Das 
auf diese Weise dargestellte Gewebepulver besitzt keine oxydierende 
Fahigkeit gegeniiber der Citronen-, Fumar- und Apfelséure. 

In der Beziehung verhalten sich die die Citronensiureoxydation be- 
wirkenden Substanzen ahnlich den Substanzen, die in der Hauptatmung 
die wichtigste Rolle spielen, oder wie die die Bernsteinséure zu Apfel- 
sdure oxydierenden Koérper. Die wiasserigen Ausziige sowie die Alkohol- 
und Acetonniederschlige der Gewebe besitzen nicht die Hauptatmung 
und oxydieren auch nicht die Bernsteinsiure. Hingegen sind die Sub- 
stanzen, die bei der akzessorischen Atmung mitwirken, sowie die Uriko- 
oxydase und die Alkoholoxydase in Wasser léslich und kénnen durch 
Alkohol und Aceton pracipitiert werden. 


VII. EinfluB der Reaktion des Mediums. 

Die Reaktion des Mediums wird in den hierher gehérigen Versuchen 
durch Zusatz von NaOH oder HC! erhalten. 

Es muB hierbei bemerkt werden, daB die Verbrennung des citronen- 
sauren Natriums die Reaktion wahrend des Versuches bestindig in der 
Weise abiandert, daB die Reaktion starker alkalisch oder weniger sauer 
wird. Doch sind diese Anderungen nur geringfiigig, da die Menge der 
verbrannten Citronensiure relativ unbedeutend ist. 

In der Tabelle II stellen wir die Resultate zweier typischer Ver- 
suchsreihen zusammen. 

Tabelle II. 
EinfluB der Reaktion des Mediums auf die Oxydation der Citronensiure. 
Jede Flasche enthalt 100 g frischen Rindermuskels, 300 com Wasser und 
ist mit reinem Sauerstoff gefiillt. Dauer des Schiittelns 45 Minuten. 
Temperatur des Thermostaten 40° C. 











Citronensaures | Aufgenommener | Entwickelte 

Reaktion des Mediums Natrium |  Sauerstoff Kohlensaure 
7 g ccm ccm 
Neutral gegen Lackmus 00 102 14] 
idem 1,50 +73 +98 
NaOH 1:5000 00 126 163 
idem 1,50 +71 +99 
NaOH 1:2000 00 150 182 
idem 1,50 + 29 +41 
NaOH 1:1500 00 154 180 
idem 1,50 +11 +14 
NaOH 1:1000 00 18 47 
idem 1,50 +1 +3 
Neutral gegen Lackmus 00 87 125 
idem 1,50 + 64 +91 
HCl 1:4000 00 59 92 
idem 1,50 + 62 + 86 
HCl 1:2000 00 31 61 
idem 1,50 | + 37 + 53 
HCl 1:1000 00 16 43 
idem 1,50 +13 | +18 











cases Gera tae omnes + 
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Die in dieser Tabelle zusammengestellten Versuchsergebnisse sind 
durch mehrere andere Versuche bestatigt worden. Die frische Rinder- 
niere zeigt ein dahnliches Verhalten in bezug auf die Oxydation der 
Citronensaure. 

Aus dieser Tabelle geht deutlich hervor, daB, wenn die Reaktion 
des Mediums neutral oder leicht alkalisch oder leicht sauer ist, die Oxy- 
dation der Citronensiure nahezu die gleiche Intensitit aufweist. Mit 
steigender Saiure- oder Alkalikonzentration nimmt die Oxydationsenergie 
ab und hort endlich fast ganzlich auf. 

Vergleicht man den Reaktionsverlauf der Citronensiureoxydation 
mit dem der eigentlichen Atmung des Muskels, so beobachtet man folgendes: 

Eine schwache Alkalinitat (NaOH 1:5000 oder 1: 4000 z. B.) steigert 
die eigentliche Atmung, ohne die Oxydation der Citronensiure zu stéren; 
bei einer Alkalinitat von ungefaihr 1:2000 NaOH bemerkt man eine 
groBere Steigerung der eigentlichen Atmung des Muskels, wahrend hin- 
gegen die Citronenséureoxydation stark vermindert oder voéllig aufgehoben 
ist. Man kann also annehmen, daB eine maBige Alkalinitat fiir die Oxy- 
dation der in den Muskeln selbst enthaltenen Substanzen giinstiger ist 
als fiir die Oxydation der hinzugesetzten Citronensiure. 

Eine schwache Aciditét (HCl 1:5000 oder 1:4000 z. B.) setzt die 
eigentliche Atmung des Muskels schon bedeutend herab, ohne die Oxy- 
dation der Citronensiure merklich zu vermindern. Haufig ist die Oxy- 
dation der Citronenséure leicht vermehrt, namentlich wenn man zu den 
Versuchen den Muskelriickstand des Rindes benutzt. 

Diese Wirkung des schwach sauren Mediums kann auf zweicrlei Art 
erklart werden. Man kénnte annehmen, da8 in leicht saurem Medium 
die Oxydation der in den Muskeln selbst enthaltenen Substanzen ver- 
ringert ist, wihrend die Oxydation der hinzugesetzten Citronensaure keine 
Anderung erleidet. Oder man kénnte auch voraussetzen, daB der oxy- 
dative Vorgang keinerlei Stérung erleidet, daB aber ein anderer fiir die 
Hauptatmung der Gewebe notwendiger Vorgang (z. B. eine Hydrolyse) 
eine Abschwiachung erleidet. 


VIII. Einflu8 der Temperatur. 


In einer Reihe von Versuchen haben wir den EinfluB der Tempe- 
ratur auf die Oxydationsintensitat der Citronensiure gepriift. Die Gewebe- 
suspension wurde auf die gewiinschte Temperatur erwarmt, nachdem die 
das Reaktionsgemisch enthaltende Flasche mit reinem Sauerstoff gefiillt 
worden war, darauf wurde die nétige Menge Citronenséure hinzugefiigt 
und dann erst mit dem Schiitteln begonnen. 

In der folgenden Tabelle ist eine typische Versuchsreihe wieder- 
gegeben, deren Resultate durch andere in derselben Weise ausgefiihrte 
Versuche bestatigt sind. 

Aus dieser Tabelle geht deutlich hervor, daB das Temperaturoptimum 
fiir die Oxydation der Citronensiure bei ungefihr 40° liegt. Dieses Opti- 
mum entspricht dem fiir die Hauptatmung und fiir die Oxydation der 


Bernsteinsiure gefundenen. 
32* 
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Tabelle III. 
Einflu8 der Temperatur auf die Oxydationsintensitat der Citronensaure. 
Die Dauer des Schiittelns betrigt 45 Minuten. Jede Flasche enthialt 
100 g sehr frischen Gewebes und 300 com Wasser. 





: eT ie 
Citronen- Auf.- | Entwickelte 


| Temperatur 
saures ‘ | genommener Zs 
Gewebe Natrium | Zen tigr _— "ieontiell Kohlenséure 
ne a Mn ae eC Cae | | Oe 
Muskel von Rind 00 30 57 78 
idem 1,5 30 + 39 + 56 
idem 00 40 81 102 
idem 1,5 40 + 57 + 80 
idem 00 | 45 50 68 
idem 1,5 45 + 46 + 65 
idem 00 5 33 i 52 
idem 1,5 50 | + 29 + 40 
idem 00 55 | 23 | 32 
idem 1,5 55 +7 | +10 





Die auf 70° erwarmten Gewebe verlieren vollistandig die Fahigkeit, 
Citronensaéure zu oxydieren. 


IX. EinfluB der Citronensaurekonzentration. 


Die Konzentration der Citronenséure iibt einen gewissen EinfluB 
auf die Oxydationsgeschwindigkeit derselben aus. In der folgenden Tabelle 
stellen wir die Resultate einer typischen Versuchsreihe zusammen. 


Tabelle IV. 


Einflu8 der Konzentration der Citronensaure auf die Oxydationsgeschwindig- 

keit derselben. Die Dauer des Schiittelns betrigt 45 Minuten, die Tem- 

peratur des Thermostaten 40°. Jede Flasche enthalt 100 g Gewebe und 
300 com Wasser und ist mit reinem Sauerstoff gefiillt. 

















Citronensaures | Aufgenommener | Entwickelte 

Gewebe Natrium | Sauerstoff | Kohlensiure 
[oae tee.) Doo | com | ccm 
Muskel von Pferd 00 | 92 124 
idem 0,10 +24 + 36 
idem 0,20 + 35 +51 
idem 0,50 +49 +70 
idem 1,00 + 59 + 82 
idem 1,50 + 65 +20 
idem 2,00 + 57 + 85 
idem 3,00 + 26 +37 





Aus den in der Tabelle IV zusammengestellten Versuchsergebnissen 
ersieht man deutlich, daB die Oxydationsgeschwindigkeit der Citronen- 
siure bis zu einem gewissen Maximum mit steigender Konzentration zu- 
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nimmt, darauf aber wieder abnimmt. In der hier wiedergegebenen Ver- 
suchsreihe betrigt das Konzentrationsoptimum 1,5 g wasserfreien, citronen- 
sauren Natriums fiir 400 cem Reaktionsgemisch, also ungefihr 0,4: 100. 
Doch ist dieses Resultat nicht konstant, und das Konzentrationsoptimum 
weist in den verschiedenen Versuchen Abweichungen auf, die aber nur 
gering sind. 


X. EinfluB der Sauerstoffspannung. 


Die in den vorhergehenden Abschnitten mitgeteilten Versuche sind 
in einer Atmosphire reinen Sauerstoffs ausgefiihrt worden. Wird der 
Sauerstoff durch gewdhnliche Luft ersetzt, so wird die Oxydation der 
Citronen-, Fumar- und Apfelséure betrichtlich vermindert. Im _ ll- 
gemeinen laBt sich sagen, daB die Oxydationsenergie in reinem Sauer- 
stoff zweimal gréBer ist als in einer gewo6hnlichen Luftatmosphare. 

In der Beziehung zeigt die Oxydation der Citronensiure ganz das- 
selbe Verhalten wie die Hauptatmung und die Oxydation der Bernstein- 
siure, die in reinem Sauerstoff ebenfalls viel energischer verlaufen als 
in gewohnlicher Luft. Die akzessorische Atmung sowie die Oxydation 
des Alkohols durch die Alkoholoxydase weisen hingegen in gewohnlicher 
Luft dieselbe Energie auf wie in reinem Sauerstoff. 


XI. EinfluB der Versuchsdauer. 


Wir haben bereits darauf hingewiesen, daB der die Oxydation der 
Citronen-, Fumar- und Apfelsiure bewirkende ProzeB eine recht grofe 
Labilitat aufweist und daB diese Labilitét von einem Versuche zum an- 
dern wechselt. Es war folglich auch zu erwarten, daB die Verbrennungs- 
energie im Laufe des Versuches schnell abnehmen und da die hierbei 
erzielten Resultate nicht konstant sein wiirden. Dies ist in der Tat auch 
der Fall. 

Man kann im allgemeinen sagen, daB die Verbrennung der Citronen- 
siure durch den Rinder- oder Pferdemuskel in gewéhnlichem Wasser 
und bei einer Temperatur von 40° wiahrend der ersten 30 Minuten lang- 
sam abnimmt, und hierauf gewéhnlich recht schwach wird oder selbst 
vollig aufhéren kann. In einigen Fallen dauert jedoch die Verbrennung 
45 Minuten lang mit ziemlich gleicher Energie fort und nimmt hierauf 
schnell ab. 

Vergleicht man die Dauer der Citronensiéureverbrennung mit der 
Dauer der eigentlichen Atmung der Muskeln, so bemerkt man auch hier 
UnregelmaBigkeiten. In einigen Fallen nimmt die eigentliche Atmung 
der Muskeln schneller ab als die Verbrennung der Citronensdure, in an- 
deren Fallen findet das Gegenteil statt. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich die praktische SchluBfolgerung, 
da8 es unniitz ist, die Dauer des Schiittelns auf mehr als 45 Minuten 
auszudehnen, um fast das Maximum der Citronensiureverbrennung zu 
erzielen. 
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XII. EinfluB des Blutes auf die Citronensiureoxydation 
durch die Gewebe. 


Wir haben die Beobachtung gemacht, daS der EinfluB des Blutes 
auf die Citronensiureoxydation durch die Muskeln verschieden ist, je 
nachdem die Muskeln mehr oder weniger schnell nach dem Tode der 
Tiere zur Verwendung gelangen. 

Wird der Muskel des Pferdes oder des Rindes schnell nach dem 
Tode benutzt (1'/, Stunden z. B.), so bewirkt Zusatz von dreifachem 
Volumen Blut keine oder eine kaum merkliche Verminderung des Oxy- 
dationsvermégens gegeniiber Citronensiure. Mit anderen Worten — Zu- 
satz von Citronensiure bewirkt annihernd dieselbe Steigerung des Gas- 
austausches der Muskeln, gleichgiiltig, ob diese in Wasser oder Blut 
suspendiert sind. Selbstverstindlich ist die eigentliche Atmung des Muskels 
durch Zusatz von Blut stark gesteigert, wie wir es bereits in friiheren 
Arbeiten gezeigt haben. 

Wird der Muskel 4 oder 5 Stunden nach dem Tode des Tieres be- 
nutzt, so vollzieht sich die Oxydation der Citronensiure mit einer be- 
trichtlichen Energie, wenn das Gewebe in Wasser suspendiert ist, hin- 
gegen ist diese Oxydation gering oder kaum merklich in Gegenwart von 
Blut. Zusatz von Blut steigert auch in dem Falle die eigentliche Atmung 
des Muskels bedeutend, aber Zusatz von Citronensiure bewirkt keine 
weitere Steigerung des Gasaustausches. 

In bezug auf die Oxydation der Citronensiure durch die Muskeln 
ist also die Wirkung des Blutes ahnlich der des Kochsalzes, wenn der 
Muskel nicht mehr ganz frisch ist. Beim sehr frischen Muskel ist die 
Wirkung des Blutes von der des Kochsalzes streng verschieden. 

Der Einflu8 des Blutes auf die Citronensiureoxydation durch die 
frische Rinderniere ist ebenfalls unbestandig. In einigen Fallen war diese 
Oxydation in Gegenwart von Blut ganz dieselbe wie in gewéhnlichem 
Wasser, in einigen anderen Fallen war sie hingegen mehr oder weniger 
vermindert. Nur in einem Falle haben wir cine bedeutende Steigerung 
der Oxydation in Gegenwart von Blut beobachtet. Diese einander wider- 
sprechenden Resultate kénnten durch den_verschiedenen Grad der Frische 
der Gewebe in bezug auf den ProzeB der Hauptatmung bedingt sein. 

Das Blut selbst oxydiert Citronensiure nicht merklich. 


XIII. Einflu8 der Chloride und der Phosphate. 


In allen bisher mitgeteilten Versuchen wurde zum zerriebenen Ge- 
webe gewoéhnliches Wasser hinzugesetzt. In besonderen Versuchen wurde 
auch der Ejinflu8 mehrerer Salze und namentlich des Chlornatriums und 
des Natriumphosphats untersucht. 

In der Tabelle V stellen wir einige typische Versuche zusammen. 

Bei der Berechnung der Salzkonzentration wurde 1 g Gewebe wie 
lcom Fliissigkeit betrachtet. Das Phosphat wurde als wasserhaltiges 
Na,HPO,, 12 H,O berechnet. 
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Tabelle V. 
Einflu8 der Chloride und Phosphate auf die Oxydation der Citronen- 
siure. Jede Flasche enthalt 100 g frischen Gewebes und 300 com Wasser 
und ist mit reinem Sauerstoff gefiillt. Die Dauer des Schiittelns betrigt 
45 Minuten und die Temperatur des Thermostaten 40°. 





Salzkonzen- | —ev aie Entwickelte 
Gewebe pro 1000 Siettiem, | Memeo Kohlensaure 

4 ccm ccm 

Muskel von Rind 00 00 96 142 
idem 00 1 +72 +99 
idem NaCl: 0,8 00 121 163 
idem idem 1 +83 +114 
idem NaCl: 1,6 00 139 180 
idem idem 1 + 37 + 53 
idem NaCl: 3,2 00 134 171 
idem idem l | $22 +31 
idem NaCl: 4,8 00 122 156 
idem idem l —4 +3 
idem NaCl: 6,4 00 99 133 
idem idem 1 —12 | —2 
Muskel von Rind 0u 00 84 126 
idem 00 1 + 63 +89 
idem Na,HPO,: 1 00 98 139 
idem idem 1 +61 + 85 
idem Na,HPO,: 2 00 121 160 
idem idem l + 54 +77 
idem Na,HPO,: 5 00 157 193 
idem idem 1 +29 + 38 
idem Na,HPO,: 10 00 152 186 
idem idem 1 +13 +17 





Es darf nicht auBer acht gelassen werden, daB die in der Tabelle 
angefiihrten Versuchstypen nur ungefaihr eine Idee von den in den ver- 
schiedenen Versuchen erzielten Resultaten geben. Die Resultate sind 
durchaus nicht konstant, und die Abweichungen kénnen mitunter recht 
gro8 sein, namentlich in bezug auf den EinfluB der Salzkonzentration. 

Im allgemeinen l48t sich sagen, daB das Chlornatrium in schwacher 
Konzentration die eigentliche Atmung des Muskels bedeutend steigert. 
Die Atmungsintensitét nimmt von nevem deutlich ab, wenn das Chlor- 
natrium eine Konzentration von ungefahr 6:1000 erreicht. 

Die Verbrennung der Citronensaure ist etwas gesteigert, wenn die 
Konzentration des Chlornatriums sehr schwach ist (1:1000 z. B.), aber 
sobald die Konzentration etwas ansteigt (2 bis 3:1000 z. B.), wird die 
Verbrennung der Citronensiure bedeutend vermindert, und wenn die 
Konzentration des Chlornatriums 5:1000 betragt, bewirkt der Zusatz 
von Citronensiure keine Steigerung des Gaswechsels, sondern eher eine 
Verminderung. 

Wie hieraus zu ersehen, ist die hemmende Wirkung des Chlor- 
natriums auf die Verbrennung der Citronensaure starker als auf die Oxy- 
dation der in dem Muskel selbst enthaltenen Substanzen. In der Tat 
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nimmt mit steigender Konzentration des Chlornatriums die Verbrennung 
der Citronensiure viel schneller ab als die eigentliche Atmung des 
Muskels. 

Wir haben bereits gesehen, daB in Gegenwart von Blut der sehr 
frische Muskel Citronensiure ebenso stark oxydiert wie in gewéhnlichem 
Wasser. Da nun im Blutserum das Chlornatrium eine Konzentration 
von ungefahr 6:1000 erreicht, miiBte die Verbrennung der Citronensiure 
verhindert sein. Man kénnte also annehmen, da8 im Blute Substanzen 
enthalten sind, die die hemmende Wirkung des Chliornatriums auf die 
Verbrennung der Citronensiure aufheben. 

Auf die Oxydation der Citronenséure durch die Niere wirkt Chlor- 
natrium ahnlich wie auf den Muskel, mit dem Unterschied jedoch, daB 
die Oxydation der Citronenséure durch die Niere viel weniger beeinfluBt 
wird als die Oxydation durch den Muskel. In der Tat beginnt die 
hemmende Wirkung des Chlornatriums auf die Citronensiureoxydation 
durch die Niere erst bei einer Konzentration von 4 bis 5:1000, 

Die Wirkung des Natriumphosphats weist eine gewisse Analogie 
mit der Alkaliwirkung auf. In schwacher Konzentration (1: 1000 z. B.) 
steigert das Natriumphosphat die eigentliche Atmung des Muskels, ohne 
die Citronenséureoxydation zu beeinflussen. Mit steigender Konzentration 
des Natriumphosphats nimmmt die Atmung des Muskels bedeutend zu, 
wihrend hingegen die Oxydation der Citronensiure stetig abnimmt. Die 
Niere des Rindes zeigt im allgemeinen dasselbe Verhalten. 


XIV. EinfluB des Fluornatriums. 

Unter den Giften wollen wir der Wirkung des Fluornatriums einen 
besonderen Platz anweisen, da es in ausgesprochener Weise die Fahigkeit 
besitzt, in passender Konzentration die Hauptatmung der Gewebe herab- 
zusetzen, ohne ihr Oxydationsvermégen gegeniiber der Citronen-, Fumar- 
und Apfelsiure zu verringern; haufig ist dieses Oxydationsvermégen sogar 
erhéht. In der folgenden Tabelle stellen wir 2 typische Versuchsreihen 
zusammen. 

Die zwei in der Tabelle VI angefiihrten Versuchsreihen geben einen 
allgemeinen Begriff von den mit dem Fluornatrium erzielten Resultaten ; 
selbstverstindlich aber beobachtet man recht groBe Abweichungen von 
einem Versuche zum anderen. Man bemerkt, da8 die eigentliche Atmung 
des Muskels durch Fluornatrium bereits in einer Konzentration von 
1: 1000 stark herabgesetzt ist; die Abschwichung nimmt mit steigender 
Konzentration des Fluornatriums sehr schnell zu. Die Oxydation der 
Citronenséure nimmt hingegen bis zu einer gewissen Grenze mit steigender 
Konzentration des Fluornatriums zu. Es kommt nicht selten vor, daB 
bei einer Fluornatriumkonzentration von 1 bis 3:1000 die Summe des 
durch die eigentliche Atmung des Muskels und durch die Oxydation der 
Citronensiure verbrauchten Sauerstoffs ungefihr konstant bleibt. Die 
Resultate sind bei Anwendung der Rinderniere noch deutlicher. So kann 
man z. B. die Beobachtung machen, da8 in Gegenwart von Fluornatrium 
in einer Konzentration von 3:1000 die Oxydation der Citronensiure 
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stirker ist als sonst. Die Wirkung des Fluornatriums auf die eigentliche 
Atmung der Niere scheint viel weniger ausgesprochen als auf die Atmung 
des Muskels, weil in den in der Tabelle wiedergegeben-n Versuchen der 
Gasaustausch der Niere hauptsachlich durch die akzessorische Atmung 
bewirkt wird, auf die das Fluornatrium eine verhaltnismaBig geringe 
Wirkung ausiibt. 
Tabelle VI. 

Einflu8 des Fluornatriums auf die Intensitét der Citronensiureoxydation. 
Die Dauer des Schiittelns betrigt 45 Minuten, die Temperatur des Thermo- 
staten 40°. Jede Flasche enthalt 100 g Gewebe und 300 ccm Wasser 
und ist mit reinem Sauerstoff gefiillt. 

















Citronen- Kon- | Auf- | : 
saures zentration | genommener | Entwickelte 
Gewebe Natrium | des Fluor- | Sauerstoff Kohlensiure 

g natriums | cem ecm 

Muskel von Rind 00 0 8 | 96 «| (137 
idem 1 oo | +74 | +97 
idem 00 1: 1000 62 98 
idem 1 idem + 68 +93 
idem 00 | 2:1000 | 46 81 
idem 1 | idem | +72 +98 
idem 00 | 3:1000 | 36 69 
idem 1 idem +78 + 105 
idem 00 | 10:1000 | ll | 42 
idem 1 idem + 42 + 57 
Niere von Rind 00 00 102 124 
idem 1 | © | +66 + 82 
idem 00 ' 1:1000 108 129 
idem 1 idem + 62 | + 98 
idem 00 2:1000 =, 97 118 
idem 1 idem + 64 + 103 
idem 00 | 3:1000 | 82 101 
idem 1 idem + 76 +118 
idem 00 | 10:1000 | 52 71 
idem 1 idem + 38 + 82 





Ahnliche Resultate erzielt man bei Verwendung von Fumar- oder 
Apfelsiure an Stelle der Citronensaure. 

Eine interessante Beobachtung ist, daB die Wirkung des Fluor- 
natriums einen Gegensatz zur Wirkung des Chlornatriums bietet. In 
passenden Konzentrationen begiinstigt das Chlornatrium die eigentliche 
Hauptatmung der Gewebe, wihrend die Oxydation der Citronensiure 
vermindert wird. In entsprechenden Konzentrationen bewirkt das Fluor- 
natrium das Gegenteil. Im allgemeinen kann man sagen, daB in dieser 
Beziehung das Chlornatrium sich wie die Alkalien oder das Natrium- 
phosphat verhalt, wihrend die Wirkung des Fluornatriums der Wirkung 
der Sauren ahnlich ist, aber in viel starker ausgesprochener Weise. 

Zu bemerken ist endlich noch, daB in einer Konzentration von 
1:100 das Fluornatrium die Oxydaticn der Bernsteinsaéure vollstandig 
aufhebt, wahrend die Oxydation der Citronenséure noch recht energisch 
vor sich geht. 
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XV. Einflu8 einiger anderer Gifte (Blausdiure und arsenige 
Siure, Aldehyde, Galle). 


AuBer dem Fluornatrium haben wir auch die Wirkung einiger Gifte 
untersucht, deren EinfluB auf die eigentliche Atmung der Gewebe sowie 
auf die Oxydation der Bernsteinsiure wir bereits in friiheren Arbeiten 
studiert hatten. Die hierher gehérigen Versuche sind ausschlieBlich am 
Muskel von Rind oder Pferd in gew6hnlichem Wasser ausgefiihrt worden. 

Man kann im allgemeinen sagen, daB die Wirkung des Giftes um 
so energischer ist und bei einer um so geringeren Dosis auftritt, je 
frischer und aktiver der Muskel ist. Die Versuche, deren Ergebnisse wir 
hier auseinandersetzen wollen, sind an Muskeln von mittlerer Aktivitat 
ausgefiihrt worden. 

Unter den daraufhin untersuchten Substanzen besitzt die Blausaure 
die stairkste Giftwirkung, und zwar zeigt sich die hemmende Wirkung 
recht deutlich schon in einer Konzentration von 1:100000. In einer 
Konzentration von 1:3000 hebt die Blausiure die Citronenséureoxydation 
nicht vollstaindig auf. 

Die arsenige Séure vermindert recht deutlich die eigentliche Haupt- 
atmung des Muskels schon in einer Konzentration von 1:50000, aber 
die Oxydation der Citronensiure wird erst bei einer Konzentration von 
1:10000 merklich herabgesetzt. 

Der Formaldehyd vernichtet fast vollstindig die Citronensdiureoxy- 
dation in einer Konzentration von 1:2000, und der Salicylaldehyd tbt 
die gleiche Wirkung in einer Konzentration von 2:1000. Die Wirkung 
des Athylaldehyds ist viel schwiacher; erst in einer Konzentration von 
2:1000 bewirkt Athylaidehyd eine merkliche Verminderung der Citronen- 
séureoxydation. 

Die Galle hemmt ebenfalls die Citronensiureoxydation recht energisch. 
Zusatz von 5ccem Rindergalie zu 50g Muskel hebt diese Oxydation fast 
vollig auf. 

Diese eben genannten Gifte wirken demnach in ziemlich derselben 
Weise auf die Hauptatmung wie auf die Oxydation der Citronensdure 
durch den Muskel. Wir haben bereits erwahnt, da8 das Fluornatrium 
in dieser Beziehung ein anderes Verhalten aufweist. 


XVI. Beziehung zwischen der Hauptatmung und der Oxy- 
dation der Citronen-, Fumar- und Apfelsiure. 


In friiheren Arbeiten waren wir zur SchluBfolgerung gelangt, daB 
die Hauptatmung der Gewebe durch das Zusammenwirken des funda- 
mentalen Atmungsprozesses und des Pneins zustande komme. Das Pnein 
ist in Wasser léslich und sehr bestindig. Der fundamentale Atmungs- 
prozeB haftet fest an den unldslichen Teilen der Gewebe und ist 
auBerst labil. 

Der Aktivitatsgrad des fundamentalen Atmungsprozesses kann in 
einigen Fallen direkt durch Messung des Gasaustausches des Gewebes 
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selbst bestimmt werden, in den anderen Fallen hingegen kann diese 
Aktivitét nur durch die Wirkung des Pneinzusatzes gemessen werden. 
So kann z. B. die Niere des Rindes einige Stunden nach dem Tode des 
Tieres einen ziemlich schwachen Gasaustausch aufweisen, aber es geniigt, 
einen wisserigen Muskelauszug (Pnein) hinzuzusetzen, um eine sehr groBe 
Atmungstatigkeit hervorzurufen. 

Wir haben bisher noch nicht bestimmen kénnen, ob das Pnein ein 
Aktivator des fundamentalen Atmungsprozesses ist oder ob es die zum 
Verbrennen geeigneten Korper liefert. 

Nun haben wir im Kapitel IV auseinandergesetzt, daB, wenn der 
fundamentale AtmungsprozeB eine groBe Tatigkeit aufweist, die Citronen-, 
Fumar- und Apfelsiure energisch oxydiert werden. Ist der fundamentale 
AtmungsprozeB abgeschwicht, so wird auch die Oxydation der genannten 
Sauren gering sein, und wenn endlich der fundamentale AtmungsprozeB 
vernichtet ist, so hért auch die Oxydation dieser Saiuren vdllig auf. 

Wir schlieBen aus diesen Beobachtungen, da8 die Oxydation der 
Citronen-, Fumar- und Apfelsiure durch den fundamentalen Atmungs- 
prozeB bewirkt wird. 

Immerhin bemerkt man im Verhalten der Hauptatmung und der 
Verbrennung der eben genannten Sauren in einigen Fallen einige Ab- 
weichungen. Je nach den Versuchsbedingungen kann man eine energische 
Oxydation der in den Geweben enthaltenen Substanzen sowie der hinzu- 
gesetzten eben genannten Saéuren beobachten; unter anderen Versuchs- 
bedingungen wird der fundamentale AtmungsprozeB vorzugsweise die 
den Geweben eigentiimlichen Substanzen angreifen und wieder unter 
anderen Bedingungen hauptsichlich die hinzugesetzte Citronen-, Fumar- 
und Apfelsiure verbrennen. So beobachtet man z. B., daB der sehr frischer 
Muskel in gewéhnlichem Wasser eine energische Atmungstatigkeit auf- 
weist und zugleich die hinzugesetzte Citronensdure energisch verbrennt. 
In geniigend alkalischem Medium oder in Gegenwart von Kochsalz in 
geniigender Konzentration verbrennt derselbe Muskel fast ausschlieBlich 
seine eigenen Substanzen und oxydiert kaum oder gar nicht die hinzu- 
gesetzte Citronensiure. In Gegenwart von NaF! in geniigender Kon- 
zentration ist die Sauerstoffmenge, die zur Verbrennung der Citronensiure 
verbraucht wird, gréBer als die zur Verbrennung der im Muskel selbst 
enthaltenen Substanzen verbrauchte. 


XVII. Vergleich zwischen der Wirkung des Pneins und der 
der Citronen-, Fumar- und Apfelsiure. 


Wir haben bereits erwahnt, daB Thunberg aus seinen am Frosch- 
muskel angestellten Versuchen zur SchluBfolgerung gelangt, ,,daB die 
Eigenschaften, die Battelli und Stern fiir ihr Pnein gefunden haben, 
gar nicht ausschlieBen, daB es mit einer organischen Siure identisch ist*. 

Aus unseren Versuchen ergibt sich aber, daB das Pnein nicht als 
ein Gemisch von Citronen-, Fumar- und Apfelsiure aufgefaBt werden 
kann. Der wichtigste Unterschied besteht im respiratorischen Quotienten. 
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Der respiratorische Quotient, der durch den Pneinzusatz bewirkt wird, 
iibersteigt nicht den Wert 1, wahrend der respiratorische Quotient, der 
durch die Oxydation der genannten Siuren bedingt wird, ungefahr den 
Wert 1,35 aufweist. 

AuBerdem existieren noch andere Unterschiede. So aktiviert das 
Pnein den respiratorischen Gasaustausch der Gewebe noch zu einer Zeit, 
wo dieselben die Fahigkeit bereits verloren haben, die genannten Saéuren 
zu oxydieren, z. B. wenn die Gewebe zu spat nach dem Tode des Tieres 
zur Verwendung gelangen (siehe Kapitel IV) oder wenn dieselben wieder- 
holt gewaschen worden sind (siehe Kapitel V). 

Die Steigerung des Gasaustausches, die durch Zusatz von Pnein 
zum Muskelriickstande, zur Niere oder zur Leber gleich nach dem Tode 
des Tieres in Gegenwart von Wasser bewirkt wird, ist bedeutend gréBer 
als die durch Zusatz von Citronen-, Fumar- und Apfelsiure bewirkte. 
Die Mengen dieser Saéuren, die demnach im Muskelextrakte enthalten 
sein miiBten, diirften recht bedeutend sein und den iiblichen analytischen 
Methoden zugiinglich sein, wahrend es bisher nicht gelungen ist, sie in 
den verschiedenen Tiergeweben nachzuweisen. 

Die Wirkung der Bernsteinsiure ist von der des Pneins ganz ver- 
schieden. Es geniigt, in Erwaigung zu ziehen, daB die Oxydation dieser 
Saiure von keiner Kohlensaurebildung begleitet ist. 


XVIII. Allgemeine Betrachtungen. 

Die Oxydation der Citronen-, Fumar- und Apfelsdure 
durch die Tiergewebe ist hauptsachlich aus zweierlei Griinden 
interessant. 

Erstens ist die Oxydation dieser Séuren das erste Beispiel 
von gut definierten Substanzen, die eine direkte und véillige 
Verbrennung durch die isolierten Tiergewebe erleiden. Zweitens 
scheint diese Verbrennung durch denselben ProzeB bewirkt zu 
sein wie die Hauptatmung der Gewebe. 

Betrachtet man genauer die Resultate der Untersuchungen 
iiber die Oxydation von Substanzen von bestimmter chemischer 
Struktur durch die Tiergewebe, so bemerkt man vor allem, 
da8 es bisher nicht gelungen ist, Kohlenhydrate, Fette, Fett- 
siuren, Glycerin oder EiweiSstoffe zu oxydieren. 

Unter den Substanzen, die durch die isolierten Tiergewebe 
oxydiert werden kénnen, erleiden die meisten eine viel zu lang- 
same Oxydation, um einen merklichen Einflu8 auf den Gas- 
austausch auszuiiben. Wir wollen uns hier nicht weiter mit 
denselben befassen. Man kann immerhin behaupten, daB diese 
verschiedenen Substanzen eine nur oberflichliche Oxydation 
unter der Einwirkung spezieller Oxydationsfermente aufweisen. 
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Die Zahl der Substanzen, durch deren schnelle Oxydation 
der Gasaustausch der isolierten Tiergewebe merklich beeinfluBt 
werden kann, ist ziemlich klein. Zu nennen sind: Alkohol, 
Harnséure und vor allem Bernsteinséiure. Die Oxydation dieser 
eben genannten Substanzen ist keine tiefgehende und fihrt 
nur zur Bildung von intermediaéren Produkten: die Harnsadure 
wird zu Allantoin, die Bernsteinséiure zu Apfelsiure oxydiert. 

Die Tatsache, daB hinzugesetzte Substanzen von bestimmter 
chemischer Struktur, wie die Citronen-, Fumar- und Apfelsivre, 
durch die isolierten Tiergewebe voéllig verbrannt werden, steht 
in der Geschichte der Gewebeatmung vereinzelt da. 

Wir wollen nun zu den Prozessen iibergehen, die die 
Oxydation der bisher bekannten Substanzen mit einer geniigenden 
Schnelligkeit bewirken, um den Gasaustausch der Gewebe deutlich 
zu beeinflussen. Wir werden sofort bemerken, da8 die Oxydationen 
des Alkohols, der Harnsaéure, der Bernsteinsiure sowie der 
Citronen-, Fumar- und Apfelséiure durch verschiedene Prozesse 
bedingt sind, die drei ginzlich verschiedene Typen vorstellen. 

Den ersten Typus dieser Oxydationsfermente stellen die 
gut charakterisierten Oxydationsfermente vor. Die Harnsiure 
wird durch die Urikooxydase zu Allantoin, der Alkohol durch 
die Alkoholoxydase zu Essigsiure oxydiert. Die charakte- 
ristischen Merkmale dieses Typus von Oxydationsprozessen 
sind dieselben, die die bekannten Oxydationsfermente auf- 
weisen. Diese Fermente sind in Wasser léslich, kénnen in 
Pulverform durch Aceton- oder Alkoholbehandlung dargestellt 
werden und weisen ein Temperaturoptimum von 55° auf. Zu 
bemerken ist noch, da8 das Vorkommen dieser Fermente auf 
einige Gewebe beschrankt ist (Leber, Niere u. a.) und da8 ihre 
Menge in den Geweben langere Zeit nach dem Tode unverandert 
bleibt.) Der ProzeB der akzessorischen Atmung gehdért zur 
selben Kategorie von Oxydationsprozessen, da er dieselben 
Eigentiimlichkeiten aufweist, obgleich die Art der hierbei oxy- 
dierten Substanzen noch unbekannt ist.*) 


1) Battelli und Stern, Untersuchungen iiber die Urikase in den 
Tiergeweben. Diese Zeitschr. 19, 219, 1909, Dieselben: Die Alkohol- 
oxydase in den Tiergeweben. Diese Zeitschr. 28, 145, 1910. 

2) Battelli und Stern, Die akzessorische Atmung in den Tier- 
geweben. Diese Zeitschr. 21, 487, 1909. 











502 F. Battelli und L. Stern: 


Den zweiten Typus von Oxydationsprozessen stellt die 
Oxydation der Bernsteinséure zu Apfelsiure dar. Die wichtigsten 
Charaktere dieses Oxydationstypus sind die folgenden. Die 
Substanz oder die Substanzen, die die Oxydation der Bern- 
steinsiure bewirken, sind in Wasser unléslich und werden durch 
Alkohol- und Acetonbehandlung vernichtet. Das Temperatur- 
optimum ist bei 40°, und bei 55° ist die Oxydation nur un- 
bedeutend. Die Oxydationsenergie bleibt lange Zeit nach dem 
Tode des Tieres unverandert und wird durch wiederholtes und 
langeres Auswaschen der Gewebe mit Wasser nicht vermindert. 
Es mu8 auBerdem bemerkt werden, daB alle Gewebe die Fahig- 
keit besitzen, Bernsteinsiure zu oxydieren. 

Den dritten Typus der Oxydationsprozesse bildet die 
Oxydation der Citronen-, Fumar- und Apfelséure. Die wichtigsten 
Unterscheidungsmerkmale dieses Prozesses sind folgende. Die 
Substanz oder die Substanzen, die die Oxydation dieser Saéuren 
bewirken, sind in Wasser unléslich und werden durch Alkohol- 
und Acetonbehandlung vernichtet. Das Temperaturoptimum 
liegt ungefaihr bei 40°. Die Oxydationsenergie nimmt nach dem 
Tode des Tieres schnell ab und wird durch wiederholtes Waschen 
der Gewebe mit Wasser vernichtet. 

Die Haupteigenschaften dieser drei Typen von Oxydations- 
prozessen kénnen durch folgendes Schema wiedergegeben werden. 

















| wr Fort- | Widerstand 
Léalichkeit| dur'anonel:| Taree | 980° | gegen Aus- 
in Wasser| nieder- | opti- | Gon | waschen mit 
schlages mum Tode Wasser 
I. Typus léslich wirksam | 55° | stabil — 
(Oxydationsfermente: 
Alkoholoxydase, 
Urikooxydase u. a.) | 
ll. Typus unléslich | unwirksam) 40° | stabil |sehr resistent 
(Oxydation der Bern- | 
steinsaure ) 
Ill. Typus unléslich |unwirksam 40° | labil | sehr labil 
(Verbrennung der 
Citronen-, Fumar- und 
Apfelsaure) 








Die Natur des die Hauptatmung bewirkenden Prozesses 
ist uns bisher unbekannt, und wir enthalten uns Hypothesen 
aufzustellen, die noch keine experimentelle Begriindung haben. 
Wir wollen bloB bemerken, da8 kein Grund vorliegt, die Haupt- 
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atmung sowie die Verbrennung der Citronensiure Enzym- 
wirkungen zuzuschreiben. In der Tat ist es bis jetzt noch nicht 
gelungen, die Hauptatmung in Abwesenheit von Zellen oder 
Zelltriimmern zu erzielen, und es ist méglich, daB die physi- 
kalische Struktur der Zelle fiir das Zustandekommen der Haupt- 
atmung unumgianglich notwendig sei. 


XIX. Experimentelle Ergebnisse. 


1. Zusatz von Citronen-, Fumar- und Apfelsiure zu den 
Geweben der héheren Tiere steigert recht energisch den Gas- 
austausch derselben, wenn die Versuchsbedingungen giinstig 
sind. 

2. Der respiratorische Quotient der durch den Zusatz von 
Fumar- und Apfelsiure bewirkten Steigerung des Gasaustausches 
betrigt ungefaihr 1,33, gleichgiiltig um welches Gewebe es sich 
handelt (Muskel, Leber, Niere). 

3. Der respiratorische Quotient der durch Citronensiure- 
zusatz bewirkten Steigerung des Gasaustausches betragt fiir 
den Muskel gewoéhnlich 1,33 oder ist bisweilen etwas héher. 
Dieser Quotient ist hingegen recht hoch, wenn Leber oder 
Niere zur Verwendung kommen, weil diese Gewebe gleichzeitig 
die Fahigkeit haben, Citronensiure unter Kohlensdurebildung 
in Sauerstoffabwesenheit zu zersetzen. 

4. Der respiratorische Quotient 1,33 entspricht der voll- 
standigen Verbrennung der Citronen-, Fumar- und Apfelsaure 
zu Wasser und Kohlensiure. Man mu®8 folglich annehmen, 
daB diese Sauren durch die isolierten Tiergewebe in analoger 
Weise verbrannt werden wie im lebenden Organismus. 

5. Unter sonst gleichen Versuchsbedingungen wird die 
Citronenséure am schnellsten verbrannt; in zweiter Linie folgt 
die Fumarsiure und zuletzt die Apfelsaure. 

6. Im allgemeinen oxydieren die Gewebe, die in vitro die 
stirkste Hauptatmung aufweisen, auch am energischsten die 
Citronen-, Fumar- und Apfelséure. Folglich sind es die roten 
Muskeln, die Leber und die Niere, die unter giinstigen Ver- 
suchsbedingungen am starksten die genannten Saéuren oxy- 
dieren. 

7. In dem MaBe, wie die Hauptatmung in einem gegebenen 
Gewebe nach dem Tode abnimmt, verringert sich auch die 
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Fahigkeit des Gewebes, die Citronen-, Fumar- und Apfelsaéure 
zu oxydieren. Die Labilitét dieses Oxydationsprozesses ist je 
nach den Geweben der verschiedenen Tiere sehr verschieden. 

Die Gewebe, die keine Hauptatmung mehr besitzen, haben 
auch nicht die Fahigkeit, die eben genannten Sauren zu 
oxydieren. 

8. Die die Oxydation dieser Saiuren bewirkenden Ko6rper 
kénnen nicht durch Wasser extrahiert werden. Mehrfach 
wiederholtes Auswaschen der Gewebe vernichtet ihre Fahigkeit, 
diese Séuren zu oxydieren. 

9. Durch Alkohol- oder Acetonbehandlung wird die oxy- 
dierende Wirkung der Gewebe gegeniiber Citronen-, Fumar- und 
Apfelsiure aufgehoben. 

10. Die Oxydation dieser Saiuren vollzieht sich mit gleicher 
Energie in neutralem oder leicht alkalischem oder auch schwach 
saurem Medium. Mit steigender Alkalinitét des Mediums nimmt 
die eigentliche Hauptatmung des Gewebes bedeutend zu, wahrend 
die Oxydation dieser Séuren abnimmt. 

Mit steigender Aciditét des Mediums nimmt die eigentliche 
Atmung des Gewebes viel schneller ab als die Oxydation dieser 
organischen Sauren. 

Zusatz von Natriumphosphat hat eine ahnliche Wirkung 
wie die Alkalinitat. 

11. Das Temperaturoptimum ist ungefaihr bei 40°. 

12. Die Oxydationsgeschwindigkeit der Citronen-, Fumar- 
und Apfelsiure nimmt bis zu einer gewissen Grenze mit der 
Konzentration derselben zu. 

13. Die Oxydationsgeschwindigkeit ist in reinem Sauerstoff 
gréBer als in gewohnlicher Luft. 

14. Die Oxydationsintensitét nimmt im Laufe des Ver- 
suches sehr schnell ab. 

15. Zusatz von Blut zu den Geweben hat auf die Oxydation 
der Citronensiure je nach dem Frischezustand der Gewebe eine 
verschiedene Wirkung. 

16. Zusatz von sehr kleinen Mengen Chlornatrium zu den 
Geweben steigert etwas die Oxydation der friiher genannten 
Saéuren. In mittlerer Konzentration steigert Chlornatrium die 
eigentliche Hauptatmung des Gewebes, wahrend es die Oxydation 
dieser Saéuren stark herabsetzt. 
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17. Zusatz von Fluornatrium in mittlerer Konzentration 
bewirkt keine Verminderung, bisweilen sogar eine Steigerung 
der Oxydation der Citronen-, Fumar- und Apfelsiure, waihrend 
die eigentliche Hauptatmung des Gewebes dadurch stark herab- 
gesetzt wird. 

18. Die Blausiure, der Salicyl- und Formaldehyd, die 
arsenige Séure und die Galle verringern oder vernichten bereits 
in geringer Konzentration die Oxydation der Citronen-, Fumar- 
und Apfelséure. 

19. Man kann annehmen, daB der die Oxydation dieser 
Sauren bewirkende ProzeB mit dem der Hauptatmung der 
Gewebe identisch sei. Aber je nach den Versuchsbedingungen 
wiirden vorzugsweise die in den Geweben selbst enthaltenen 
Substanzen oder die hinzugesetzten organischen Sauren ver- 
brannt werden. 

Das Pnein ist nicht als ein Gemisch von Citronen-, Fumar- 
und Apfelsiure aufzufassen. 


Uber die Dualitét der Chlorophyllane. 


Von 
M. Tswett. 


(Hingegangen am 28. Februar 1911.) 


Uber diese wichtige Frage erschien im vorigen Jahre an dieser Stelle 
ein Aufsatz des Herrn Marchlewski'), der mich zu folgenden sach- 
lichen Erérterungen ndotigt. 

Gegen Willstatter, der sein Phaophytin als eine einheitliche Sub- 
stanz betrachtet, hebt Marchlewski hervor, ,,er habe friiher gezeigt, 
daB Chlorophyllan (Phiaophytin) insofern nicht einheitlich ist, als es in 
vielen Fallen als Gemisch zweier Chlorophyllane anzusehen ist“. Nun 
will ich nicht bestreiten, daB Marchlewski und Malarski neuer- 
dings (1909) Versuche ausgefiihrt haben, die in vollem Einklang mit 
der von mir (1907 und 1908) bewiesenen Dualitét der Chlorophyllane 


1) Diese Zeitschr. 27, 248, 1910. 
Biochemische Zeitschrift Band 31. 33 
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stehen, da sie sich durch dieselbe am einfachsten erklaren; diese Ver- 
suche besitzen aber an und fiir sich keine beweisende Kraft, und ich 
mu8 mich daher wundern, da8 Marchlewski nicht die Untersuchungen 
des Forschers erwihnt, dem die genannte Erkenntnis zu verdanken ist. 
Um nimlich den wirklichen Beweis zu fiihren, da8 Chlorophyllan oder 
Phiophytin keine einheitliche Substanzen, sondern Gemische darstellen, 
war nur ein Weg offen: die Trennung der Komponenten mittels physi - 
kalischer Methoden. Diesen Weg habe ich an der Hand meiner ad- 
sorptionsanalytischen Methode eingeschlagen und konnte zeigen, daB im 
Chlorophyllan') (oder Phiophytin®) Gemische zweier Chlorophyllinen- 
derivate vorliegen, die ich spektroskopisch und chemisch charakterisierte 
und als Chlorophyllane « und f bezeichnete. 

Wenn dagegen Marchlewski und Malarski bei ihren Versuchen, *) 
das Chlorophyllan oder Phaiophytin durch langdauernde, unter Erwaérmung 
verlaufende Einwirkung von Zinkhydroxyd und Koblensiaure in ,,Zink- 
chlorophylle verwandeln, in demselben zwei ungleich schnell re- 
agierende Fraktionen konstatieren, so lieBe sich dies Resultat ebenso gut 
durch eine chemische Spaltung eines einheitlichen Chlorophyllans in 
zwei ungleich stark weiter reagierende Bestandteile erkliren. In der- 
selben Weise glaubte ja friiher Marchlewski endgiiltig bewiesen zu 
haben,*) daB ,, Chlorophyll‘ (Chlorophyllin «) sich unter Saureeinwirkung 
in Phyllocyanin und Phylloxanthin spaltet, bevor ich zeigte,®) daB diese 
Produkte autonome Derivate der genuinen Chlorophylline « und £ sind; 
wobei die Farbstoffkomponente des Phylloxanthins (eines Gemisches) 
wahrscheinlich mit Chlorophyllan f identisch ist, wahrend Phyllocyanin 
ein (unter wirklicher Auflésung in Salzséure) noch tiefer zersetzter Ab- 
kémmling des Chlorophyllins « ist. 

Zum Schlu8 muB ich betonen, daB Chlorophyllan (= Phiaophytin), 
aus griinen Samenpfilanzen, Archegoniaten oder Chlorophyceen dargestellt, 
héchstwahrscheinlich in allen Fallen zwiefach sein mu8. Meine an 
zahireichen Pflanzenspezies ausgefiihrten chromatographischen Chlorophyll- 
analysen haben nimlich immer das Vorhandensein der beiden Chloro- 
phylline (x und f) festgestellt, welche die Mutterfarbstoffe der Chloro- 
phyllane « und £ sind. 


1) Diese Zeitschr. 5, 9, 1907. 

2) Diese Zeitschr. 10, 404, 1908. 

3) Diese Zeitschr. 21, 531, 1909 und Bull. Acad. Cracovie, 2, 537, 1909. 
*) Diese Zeitschr. 3, 302, 1907. 

5) Diese Zeitschr. 5, 18, 1907; 6, 373, 1907; 10, 428, 1908. 
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Christian Bohr + 


Am 3. Februar 1911 ist Prof. Christian Bohr, 
der Direktor des Physiologischen Universitatsinstituts 
in Kopenhagen, gestorben. Trauernd steht nicht nur die 
dianische Wissenschaft am Grabe dieses ausgezeichneten 
Forschers, der in der ganzen physiologischen Welt, be- 
sonders aber in Deutschland, hochgeschatzt gewesen ist. 

Bohr ist in Kopenhagen am 14. Februar 1855 ge- 
boren; er wurde 1872 Student und arbeitete schon seit 
1874 im Laboratorium seines Vorgiangers, Professor 
Panum. 1878 legte er das medizinische Examen ab und 
habilitierte sich bereits 1880; in den Jahren 1881 und 
1883 arbeitete er bei Professor Ludwig in Leipzig, 
und als Professor Panum starb, wurde Bohr 1886 sein 
Nachfolger in der Stellung, die er bis zu seinem Tode 
so glanzend ausfiillte. 

Nach seiner Berufung warf er sich mit seiner 
ganzen jugendlichen Kraft auf die exp2rimentelle Labora- 
toriumarbeit und verdffentlichte in den folgenden Jahren 
eine Reihe Arbeiten von allergréSter Bedeutung, wie 
1887: ,,Uber die Kohlensaiurebindung des Hamoglobins‘, 
1889: ,,O0ber die Lungenrespiration‘‘ — wo er die Auf- 
fassung der Lunge als Driise darlegte — und 1890 
vier Abhandlungen tiber Sauerstoffbindungen des Blutes. 
Bohrs Fruchtbarkeit ist in diesen Jahren erstaunlich. 

Wenn auch einige seiner Arbeiten aus diesen Jahren 
modifiziert worden sind, so unterliegt es doch keinem 
Zweifel und wird es gewiB auch von allen Seiten an- 








erkannt, daB eben seine héchst originellen For- 
schungen den Ansto8 zu einer groBen Reihe Unter- 
suchungen gegeben haben, die spéter von verschiedenen 
Seiten mit Riicksicht auf diese Fragen veréffentlicht 
wurden. In den folgenden Jahren verdffentlichte Bohr 
eine groBe Reihe Arbeiten, die seine Ideen auf diesem 
Gebiete erginzen und weiter entwickeln und sich mit 
einer Reihe anderer, naheliegender Stoffe beschaftigen. 
Erwahnt seien noch seine im Verein mit Henriques 
ausgefiihrten Untersuchungen iiber die Verbrennung in 
den Lungen, eine Arbeit von gréBter Bedeutung, 
seine Untersuchungen iiber die Sauerstoffsekretionen in 
der Schwimmblase — eine selten elegante Arbeit — 
und seine Studien tiber den Stoffwechsel des Embryos. 
In seinen spiteren Jahren widmete sich Bohr dem 
Studium der Vitalkapazitat der Lungen unter ver- 
schiedenen Verhiltnissen und begriindete auf Basis 
seiner Untersuchungen eine ganz neue Betrachtung des 
Emphysems und dessen Bedeutung. Diese Arbeiten 
haben das gréBte Aufsehen erregt. 

Bohr iibte seine Lehrertatigkeit mit groBer Gewissen- 
haftigkeit aus und ist stets bestrebt gewesen, die Unter- 
richtsverhaltnisse in der Physiologie zu verbessern. Bohr 
hat eine ungewdhnlich groBe Anzahl Schiiler gehabt, 
von denen die meisten sich spater der Physiologie oder 
verwandten Fachern als ihrer Lebensaufgabe gewidmet 
haben; auch war er ein seltener Lehrer: stets zu helfen 
und zu unterstiitzen bereit. 

Bohr war eine offene und mitteilsame Natur; er stand 
mit seinen Schiilern auf einem vollstaéndig kamerad- 
schaftlichen Fu8 und ergriff jede Gelegenheit, die Auf- 
gaben und Fragen, die ihn beschaftigten, mit ihnen 
zu besprechen. Die Anzahl der Arbeiten, die aus 
Bohrs Laboratorium hervorgingen, war groB. Sie 
behandeln hauptsichlich Fragen, die in naherer oder 














fernerer Beriihrung mit den Aufgaben standen, die 
ihn wesentlich beschaftigten; ein Teil ist in dieser Zeit- 
schrift verdffentlicht. 

Als Mensch war Bohr feinfiihlend, freundlich und 
hilfreich. Sein lebhaftes, gewinnendes Wesen und seine 
persOnliche Liebenswiirdigkeit verschafften ihm auch 
viele Freunde im Auslande. Sein Auftreten war ein- 
fach und bescheiden, mitunter beinahe verlegen. Er 
vermied am liebsten Streit — es ist daher charakte- 
ristisch, daB er kaum in eine wissenschaftliche Polemik 
verwickelt gewesen ist. 

Mit seinen hervorragenden Kenntnissen auf dem 
speziellen Gebiete ,,des respiratorischen Stoffwechsels“ 
verband er ein groBes physikalisches und mathematisches 
Wissen. Auch hatte er viele Interessen auBerhalb 
seines Berufes, er war ein Bewunderer und Kenner von 
Goethe und Holberg und hegte groBes Interesse 
fiir Sport. 

Bohr ist nur 55 Jahre alt geworden. Am 23. Februar 
hatte er seine 25jahrige Anstellung bei der Universitat 
feiern kénnen, und seine Schiiler und nordischen 
Kollegen beabsichtigten, an diesem Tage ihn mit einem 
Festbande zu feiern, der gerade jetzt in Leipzig ge- 
druckt ist; — nun wird er leider den Charakter einer 
Erinnerungsschrift bekommen. Anscheinend war Bohr 
frisch und gesund; mitten in der Arbeit ereilte ihn ein 
sanfter Tod. 











